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Motivation

MOTIVATION

Die Herstellung diinner, homogener SURMOF Filme durch den 2007 entwickelten
quasi-epitaktischen Schicht-fir-Schicht Aufbau konnte in den letzten Jahren die
Anwendungen der MOFs auf vielen Gebieten bereichern. Vor allem im Bereich von
optischen, elektronischen oder sensorischen Bauteilen kénnen homogene MOF-Diinnfilme
sehr zur Steigerung der Leistungsfahigkeit und Effizienz beitragen.

Mit ihrer porosen Struktur, der Moglichkeit zur postsynthetischen
Funktionalisierung durch die organischen Liganden und einstellbaren Filmdicke sind
SURMOF Filme auch ideale Kandidaten fiir Anwendungen im biologischen Bereich. Die
kontrollierte Einlagerung und Freisetzung von kleinen, biologisch aktiven Molekilen und
das zusatzliche Anbringen von spezifischen Ankergruppen bieten eine ideale Plattform fur
eine gesteuerte Zelladhdsion, Migration und Proliferation. Um dieses Ziel erreichen zu
konnen, missen eingangs einige Hindernisse hinsichtlich der Stabilitdt der SURMOF Filmen
in wassrigen und proteinhaltigen Medien Uberwunden werden. Dies konnte 2013 in
Arbeiten von Manuel Tsotsalas erreicht werden, der durch das Quervernetzen der
organischen Liganden mit multifunktionellen Sekundarlinkern eine zusatzliche Stabilitat
des Geriistes erreichen konnte, so dass nach dem Herauslosen der Metallionen ein
polymeres, poroses und biokompatibles Gel (SURGEL) entsteht.

Die Herstellung neuartiger Biomaterialien etwa flir Knochenimplantate, die nicht
nur inert im Korper verbleiben, sondern aktiv an einer Osteointegration des Materials
beteiligt sind, stehen zur Zeit im Fokus der regenerativen Medizin. Daflir werden neue
biomimetische Materialien bendtigt, die der natirliche Umgebung der Zellen dhneln und
Aufgaben der extrazellularen Matrix (ECM) Gibernehmen. Neben physikalischen Reizen wie
Topologie und Elastizitat kénnen auch chemische Signale wie
Oberflachenfunktionalisierung und die Freisetzung von kleinen Molekilen das
Anwachsverhalten der Zellen auf einem Material steuern und beeinflussen. Die Schicht-fur-
Schicht Synthese des SURMOFs und anschlieBende Gel-Konvertierung erlaubt die
Beschichtung von dreidimensionalen Objekten und ist daher als bioaktive Schicht zwischen
Implantat und Gewebe denkbar.

Bis zum Erreichen dieses Ziels sind allerdings noch einige Hirden zu nehmen, da die
Entwicklung des SURGELs noch ganz am Anfang steht. Daher bestand meine Aufgabe in
einer grundlegenden Optimierung verschiedener Parameter, die fir dieses Ziel maRRgeblich
sind. Die Weiterentwicklung des SURGEL Ansatzes auf verschiedene Substratmaterialien,
die Optimierung der Wechselwirkungen des SURGELs mit knochenbildenden Zelltypen wie
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) und Osteoblasen, sowie die Einlagerung und
Freisetzung von Molekdilen in die Poren des Gels sind das Ziel dieser Arbeit.




Motivation

Im Rahmen eines von mir bearbeiteten Projekts wurden mehrlagige, funktionelle
SURGEL Kapseln auf magnetischen Nanopartikeln entwickelt. Durch die Anderung der
umgebenden Losung zu héheren pH Werten wird ein Quellen der SURGEL Kapseln induziert
und damit die Freisetzung eingelagerter Stoffe auslost. Dieser Modelmechanismus zeigt die
Moglichkeit des Einsatzes der SURGEL Kapseln zur Wirkstofffreisetzung bei einer oralen
Medikamenteneinnahme. Die saure Umgebung des Magens ist oft nicht die ideale
Umgebung fir Medikamente, durch die schiitzende SURGEL Schicht kdnnen die Kapseln
unbeschadet in den Darm weitertransportiert werden und erst dort, durch die basische
Umgebung ausgelost, freigesetzt werden.

Zugleich wurden Toxizitatsstudien der SURGEL Membranen mit den
knochenbildenden MSCs und der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie CAL-72 durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die SURGELe mittels postsynthetischer Modifikation mit der aus der
ECM bekannten Aminosauresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD) funktionalisiert.
RGD ist ein in der natlirlichen Umgebung der Zellen vorkommendes Adhdsionspeptid, das
die Zellen mithilfe der in der Zellwand angesiedelten Integrine an die ECM koppelt. Dadurch
konnte eine verbesserte Zellanbindung an die SURGEL Membran erreicht werden.

Der dritte Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der molekularen Variabilitat der
SURGELe. Durch die Verwendung von SURMOFs als Templat-Strukturen fir die
anschlieende Konvertierung zu den SURGELen koénnen alle Vorteile der SURMOF-
Materialien genutzt werden. Diese liegen vor allem in deren grofRer struktureller Vielfalt,
der permanenten Porositdt und der einstellbaren PorengrofRe und Poreneigenschaften. So
konnten die Familie der SURGEL-Materialien in dieser Arbeit durch die Verwendung
unterschiedlicher SURMOF Templat-Strukturen um einige Mitglieder erweitert werden, die
nicht durch die bisher verwendete Azid/Alkin Klick-Reaktion, sondern durch die UV-Licht
induzierte Thiol-en Klick-Reaktion hergestellt wurden. Die chemischen und mechanisch
veranderten Eigenschaften und die Moglichkeit der Strukturierung dieser neuen SURGEL
Materialien sind hinsichtlich einer biologischen Anwendung sehr interessant, da die
Zelladhasion sowohl durch die Elastizitdt als auch die chemische Funktionalisierung der
Oberflache beeinflusst wird.




Motivation

MOTIVATION

The synthesis of homogenous and oriented SURMOF thin films via a quasi-epitaxial
layer-by-layer method, developed in 2007, paved the way for developments of MOF-
devices in various fields. Especially for optical, electronic or sensor devices a homogenous
thin layer of this porous, crystalline and multifunctional films can improve the performance
and efficiency.

With their porous structure, the possibility of a postsynthetic functionalization of
the organic ligands and the controllable film thickness, these SURMOF films seem to be
ideal candidates for a biological cell-related application. With the controlled incorporation
and release of small biological-active molecules and the additional attachment of specific
anchor groups the SURMOF could operate as ideal platforms for guided cell adhesion,
migration and proliferation. To accomplish this goal, drawbacks regarding the SURMOF
stability in agueous and protein containing solutions had to be overcome. This could be
accomplished in 2013 by Manuel Tsotsalas, who used pre-functionalized azide- SURMOFs
to crosslink them in a following step with a multifunctional alkine crosslinker. Thereby the
framework obtains an additional stability, so that the metal ions could be dissolved in the
last step, resulting in a porous, polymeric and biocompatible gel (SURGEL).

The fabrication of new biomaterials for implants in for examples human bones,
which not only act as an inert strut, but participate actively in the osteointegration of the
material within bones, are the key focus of recent research regarding regenerative
medicine. Therefore biomimetic materials are necessary, which resemble the natural cell
environment and adopt functions of the extracellular matrix (ECM). Next to physical
stimuli, such as topological or elastic features of the material, chemical stimuli such as
surface functionalization and the release of small molecules can influence the adhesion
behavior of cells on the respective material. The layer-by-layer approach of the SURMOF
films and the subsequent SURGEL-conversion enable the coating of three-dimensional
objects in a straightforward fashion, thus they are suitable for the application as a bio-
active layer between implant and tissue.

To reach this goal certainly several obstacles have to be overcome, since the
development of the SURGEL is still in its initial stages. Therefore the task of my thesis was
the development of synthetic strategies to optimize key-parameters of the SURGELs, which
are crucial for the achievement of this goal. The further development of the SURGEL
approach on different substrates, the optimization of interactions of the SURGEL with
different bone-forming cells, like mesenchymal stem cells (MSCs) and osteoblasts, as well
as the incorporation and controlled release of molecules within the pores of the gel was
the goal of this work.
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With this in mind, multilayered stimuli responsive SURGEL capsules have been
synthesized on magnetic particles, which can trigger a release of incorporated guest
molecules through to a pH change of the external media by swelling and opening of the
pores. This model-system shows the suitability of the SURGEL capsules for an application
in oral drug medication. The acidic environment of the stomach is often not an ideal
surrounding for drugs, through to the protecting SURGEL layer the drugs can be carried on
to the intestine, where the increase of the pH triggers the release of the drugs.

Additionally toxicity studies have been carried out, using bone forming cell lines,
like MSC and the osteoblast-like CAL-72 cells on the SURGEL-membrane. After verifying the
cell-compatibility, thiol-functionalized RGD sequences have been attached to the surface
via postsynthetic modification. RGD, an adhesion peptide occurring in the extracellular
matrix, acts as a recognition sequence for the integrin proteins in the cell membrane. This
modification improved the cell-adhesion on the SURGEL.

The last part of the thesis focuses on the molecular variability of the SURGELs.
Through the SURMOF-template approach of the SURGEL conversion, all benefits coming
with the SURMOF synthesis can be transferred to the gel-material. Of particular interests
are the huge structural variety, the permanent porosity and the adjustable pore size and
pore properties. In this work the family of the SURGEL materials could be supplemented by
applying the thiol-ene click-reaction instead of the azide-alkine click-reaction on different
MOF-crosslinker combinations. The different chemical and mechanical properties of these
new SURGEL materials, compared to the previously used alkine-azide based SURGELs and
the possibility of creating structured substrates are very interesting regarding biological
applications, since the cell adhesion is influences by both, the elasticity of the material and
chemical functionalization of the surface.




Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Metall-organische Geriistverbindungen (MOFs)

Metall-organischen Geristverbindungen (MOFs aus dem englischen metal-organic
frameworks)® sind seit etwa 20 Jahren bekannte Funktionsmaterialien. Der Aufbau dieser
Materialien erfolgt durch die Verbrickung metallischer Knotenpunkten mit organischen
Liganden. Ein selbstanordnender Prozess dieser beiden Komponenten fiihrt zu der Bildung
eines wohldefinierten Netzwerkes, bei dem der Abstand der Metallzentren und die GrofRe
der von ihnen begrenzten Poren durch die eingesetzten organischen Liganden exakt
eingestellt werden kann. Dadurch bilden sich kristalline, nanopordse Strukturen, deren
molekularer Aufbau durch die Symmetrie und GrolRe der eingesetzten Liganden und die
Koordinationsumgebung der Metallzentren sehr variabel ist. Durch diese strukturelle und
funktionelle Variabilitdt hat sich die Forschung auf dem Gebiet der MOF Forschung in den
letzten Jahren zu einem der am schnellst wachsenden Gebieten der Chemie entwickelt.? So
gibt es mittlerweile tiber 20000 MOF Strukturen, deren Porengréfe zwischen 1 und 10 nm
variieren und deren Oberflache in der GréRenordnung von 1000 bis 10000 m?/g, die von
natiirlichen porésen Materialen wie etwa Zeoliten um ein weites libersteigt3.

Die organischen Einheiten sind zwei- oder mehrwertige Carbonsauren (oder andere
nukleophile Endgruppen), die in einer Ligandenaustauschreaktion an die metallischen
Zentren koordinieren. Durch die Multitopizitdat sowohl der organischen Liganden als auch
der metallischen Zentren, bildet sich ein ausgedehntes Netzwerk aus (siehe Abb. 1).#
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Abb. 1 Allgemeine Synthese verschiedener Metall-organische Geriistverbindungen (MOFs) durch

einen selbstanordnenden Prozess von metallischen Knotenpunkten mit organischen,
verbriickenden Liganden. (Links) Beispiele von metallischen lonen und organischen
Liganden und (rechts) Beispiele von bekannten organischen Netzwerkverbindungen.

Fiir den thermodynamisch kontrollierten, selbstanordnenden Prozess der MOF
Synthese wird die solvothermale Synthesemethode am haufigsten verwendet, wobei
Metallionen und Liganden in Losung erhitzt werden um die Bildung des Netzwerkes zu
ermoglichen.> Daneben stehen aber noch viele weitere Synthesemethoden bei
Raumtemperatur®, unter elektrochemischen’ oder mechanochemischen® Bedingungen zur
Verfliigung.

1.1.1 Terminologie und Entwicklung der MOFs

Obwohl MOFs nun schon seit 20 Jahren im Fokus der Forschung stehen, gibt es noch
keine einheitlich anerkannte Begriffsdefinition dieser Stoffklasse. Der Begriff
Koordinationspolymer wurde erstmals in den sechziger Jahren verwendet®. 1995 fiihrte
Yaghi den Begriff MOF erstmals bei der Beschreibung eines porésen und kristallinen
[Cu(4,4-bpy)1.5*NO3(H20)1.25] Netzwerks ein.'® In der Literatur werden die Begriffe
»,Koordinationspolymer (CP)“, ,pordses Koordinationspolymer (PCP)“ und ,Metall-
organische Gerlstverbindung (MOF)“ bis heute allerdings synonym verwendet.

Eine genauer eingrenzende Definition der MOFs, beschreibt Yaghi 2004 mit dem
Vorhandensein von starken Bindungen, die eine Robustheit des Materials garantieren,
Liganden, die fiir eine Modifikation durch organische Synthese zur Verfligung stehen und
eine geometrisch klar definierte, starre und kristalline Struktur mit permanenter Porositat
ergeben?!,




Einleitung

Die oben erwahnte permanente Porositat ist eine der herausragenden Eigenschaften der
MOFs, die vor deren Entwicklung nur von rein anorganisch aufgebauten Materialen
bekannt war. Susumu Kitagawa veroffentlichte 1997 eine Studie (ber die
Gasadsorptionskapazitaten verschiedener [M2(4,4-bpy)3(NO3)a]*xH20}, (M=Co, Ni, Zn)
Netzwerke, wobei er erstmals die reversibler Adsorption von CHi, N2 und O; zeigen
konnte.'2 Damit konnte er entgegen der bis dahin gangigen Meinung zeigen, dass MOFs
nicht etwa fragile Geruste sind, sondern durchaus fiir die Anwendung geeignet sind. In den
folgenden Jahren konnte durch die Variabilitdt der organischen Linkermolekile und der
metallischen Zentren viele verschiedene Strukturmotive, darunter sowohl 1D-13, 2D-14 als
auch 3D-Strukturen®® beschrieben werden. Die Entwicklungen der MOF-Forschung fasste
Susumu Kitagawa 2004 in einem Ubersichtsartikel zusammen, in dem er mit tGber 400
zitierten Artikeln das rasante Wachstum auf diesem Gebiet verdeutlichte.® Die Gruppe um
Prof. Kitagawa befasste sich vor allem mit der Untersuchung von flexiblen MOF Strukturen
und der reversiblen Verinderung des Gitters bei Einlagerung von Gastmolekilen?'’,
Bestrahlung mit Licht oder Anderungen des elektrischen Feldes. Diese flexiblen MOF
Strukturen bezeichnet er in dem oben erwdhnten Review als MOFs der dritten Generation.
Die starren, permanent pordsen Verbindungen, die in Omar Yaghi’s Definition beschrieben
werden, werden von Kitagawa als MOFs der zweiten Generation definiert.

Die dritte Person, die die friihe Forschung der MOFs im Wesentlichen beeinflusst hat, ist
Gerard Férey, der eine Reihe von MOF Strukturen beschrieb, die er mit dem Kirzel MIL
(Material Institut Lavoisier) kennzeichnete.'® Somit gehért er, wie auch Omar Yaghi und
Susumu Kitagawa zu den Griindungsvatern der MOFs. Durch den Ansatz der SBU (aus dem
Englischen, Secondary Building Unit), der in Kapitel 1.1.2 nadher erldutert wird, gelang es
ihm {ber 150 neue MOF Strukturen zu synthetisieren, wobei er viele neue Metalle in
verschiedenen Oxidationsstufen zur MOF-Synthese verwenden konnte. AuRerdem
entdeckte er 2002, etwa zeitgleich zu den Arbeiten Kitagawas, das flexible Verhalten von
MOFs anhand des dreidimensionalen Cr(Ill)-Dicarboxylates MIL-53.%°

1.1.2 Aufbau und Design von MOFs

Bei dem Design neuer MOF Strukturen, gibt es im Wesentlichen zwei Schlagworte,
die beachtet werden sollten. Das sind zum einen das Konzept der ,,Secondary Building Unit”
(SBU) und zum anderen die ,retikulare Chemie” der MOFs. Beide sollen im folgenden
Abschnitt naher erlautert werden.

Yaghi, der urspriinglich aus dem Bereich der Zeolitchemie kommt, Glbernahm den
dort iblichen Begriff der ,,Secondary Building Unit“ (SBU) fur die Beschreibung des Aufbaus

der MOFs. In seiner Beschreibung fiihrt die Verwendung von mehrzédhnigen Liganden, wie
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Carbonsauren, durch ihre Fahigkeit mehrere Metallionen zu M-O-C Clustern (SBUs) zu
Verbriicken, zu starren Netzwerkverbindungen.* Die SBU ist also die kleinste, periodisch
wiederkehrende Struktureinheit im MOF und unterscheidet sich von dem zur Reaktion
eingesetzten Metallcluster. Die SBU kann je nach Konfiguration der Metallionen
unterschiedliche Anzahl von Koordinationszahlen und Geometrien aufweisen (siehe Abb.
2). Da die Metallionen durch die koordinierenden Carboxylat-Liganden in Position gehalten
werden, sind die dadurch aufgebauten erweiterten Netzwerke mit einer sehr hohen
strukturellen Stabilitat ausgestattet.

QM
M2(CO2)4
Zn4O(CO2)g M3O(CO2)e (M = Cu, Zn, Fe, ZrgO4(OH)4- ZrgOg(CO2)g
(M=2n, Cr Mo, Cr, Co, and (CO2)42
In, and Ga) Ru)
' o 89 €
% ’C a. ".z L] € ; “%
4
: T ol ﬁﬁ
y ® ? €e ¥ o9
& 3 a; q “p i " Y
.0‘ Cup(CNS)4 Zn(CaHaNs)4 Nig(CgHaN2)g
IN{C5HO4N>) 4 Na(OH)2(S0a3)3

Abb. 2 Beispiele von Secondary Building Units (SBUs) aus verschiedenen bekannten MOF
Strukturen. Die Metallionen werden durch multidentale, verbriickende Liganden zu Clustern
koordiniert.?

Das Konzept der SBU als Grundbaustein eines MOFs gestattet nun das direkte
Design und die Vorhersage neuer Strukturen.?® Die im Gertist vorhandene SBU ist, wie oben
erwahnt, nicht der in der Synthese eingesetzte Metallcluster, sondern wird wahrend der
Synthese in-situ aus dem Metallion und den Linkern gebildet.?! So konnten Yaghi und seine
Mitarbeiter durch Veranderung der Reaktionsbedingungen mit BTC und Zn(NO3s); gezielt
die in-situ Synthese verschiedener SBUs fiir ein-, zwei- bzw. dreidimensionale Netzwerke
erreichen.??

Ein haufig auftretendes Strukturmotiv ist die sogenannte , paddle wheel” Struktur
oder M2(CO)s- SBU (siehe Abb. 2), wobei zwei Metallionen ein Dimer ausbilden, was von
vier koordinierenden Carboxylaten verbrickt wird. Zusammen mit dem axial
koordinierenden Losungsmittelmolekil, ergibt sich fir jedes Metallzentrum eine
guadratisch pyramidale Koordinationssphdre. Die quadratisch-planare Geometrie der
Liganden fuhrt zu der Bildung von zweidimensionalen Ebenen, die untereinander nur
durch, von Losungsmitteln Gbermittelte schwache Wechselwirkungen zusammengehalten
werden. Zum ersten Mal wurde dieses Strukturmotiv in der Zn(BDC) Struktur als MOF-2
beschrieben.®> Ersetzt man die zweizihnigen Benzoldicarbonsiure (BDC) durch
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Benzoltricarbonsdure (BTC), erhdlt man durch die zusatzlichen Verknlpfungsstellen ein
dreidimensionales Gitter, welches unter dem Namen HKUST-1 bekannt ist.%®

Die Flexibilitat der von Kitagawa als MOFs der dritten Generation beschriebenen
Netzwerke lasst sich ebenfalls durch die Eigenschaften der SBUs erkldren und vorhersagen.
So weist etwa die Cuz(C0O3)4-SBU, ebenfalls eine Paddle-Wheel Struktur, durch die d°-
Konfiguration des Cu(ll)-lons eine Jahn-Teller-Verzerrung auf, also eine Streckung des
Koordinationsoktaeders in z-Richtung. Dadurch ist der monodentale, axial stehende Ligand
schwacher koordiniert, was zu einer Beweglichkeit um die z-Achse und somit zu einer
Flexibilitat des Netzwerkes fiihrt.1®

Das zweite wichtige Konzept beim Design neuer MOF-Strukturen ist das der
retikularen Chemie. Den vor allem von O’Keeffes vorangetriebenen Arbeiten liegt die
Erkenntnis zugrunde, dass sich viele MOF Strukturen als gedehnte Versionen von dichter
gepackten Strukturen darstellen lassen. So konnten O‘Keeffe und Yaghi durch Wahl der
Linkermolekile elf Homologe der MOF-5 Struktur synthetisieren.?* Die SBU von MOF-5 ist
ein Zn40(CO3)e Cluster, bei dem die Zn-Atome oktaedrisch angeordnet sind und von einem
zentralen Sauerstoffatom und sechs verbriickenden Carboxylat-Liganden koordiniert
werden. Das GerdUst ldsst sich als eine Struktur von Gber die Ecken verknlipften Oktaeder
darstellen. Durch die Variation der verbriickenden linearen Linker kann das Netzwerk der
Oktaeder erweitert werden (siehe Abb. 3).

Abb. 3 Verdeutlichung des Prinzips der Aufweitung von Netzwerken anhand verschiedener
Homologen der MOF-5 Struktur.?*

Die Reihe an MOF-5 Homologen wurde von der Yaghi-Gruppe als IRMOFs
(Isoreticular Metal Organic Frameworks) bezeichnet. MOF-5, das erste Glied dieser Reihe
wurde daraufhin zu IRMOF-1 umbenannt. Diesem Konzept folgend, konnten in den
nachsten Jahren viele weitere MOF Strukturen entwickelt werden.?

1.1.3 Eigenschaften und Anwendungen von MOFs

Durch ihre pordse Struktur ist das Hauptanwendungsgebiet der MOFs bis heute die
Gasspeicherung und -separation. Kommerzielles Interesse und somit ein groRer
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Forschungsbedarf existiert vor allem in den Bereichen der CO, und CH4 Speicherung.??7
Eine der Grundvoraussetzungen fir eine breite industrielle Anwendung von Materialen ist
eine gute thermische und chemische Stabilitat. Die MOFs weisen durch ihren Aufbau auf
Grund der starken Bindungen wie C-C, C-O, M-O eine gute thermische Stabilitdt von etwa
200 °Cund in Einzelféllen bis zu 500 °C auf. Besonders die Reihe der UiO (University of Oslo)
benannten MOFs weisen eine erstaunlich hohe thermische Stabilitit auf.?® Eine
ausreichend chemische Stabilitdt zu erreichen ist bis heute noch eine der groRen
Herausforderungen der MOF Forschung. Da die meisten MOFs aus reversiblen M-O
Bindungen aufgebaut sind, konnen die verbriickenden Liganden nach langerer Lagerung in
einer Ligandenaustauschreaktion von nukleophilen Ldésungsmittelmolekilen ersetzt
werden. Allerdings zeigt die Reihe der 2006 veroffentlichten ,Zeolitic imidazolate
framework” (ZIF)-MOFs eine erstaunlich gute chemische Stabilitit.?° So ist ZIF-8 Zn(Mim); —
(Mim — 2-Methylimidazol) fur 24 h in kochender, konzentrierter Natriumhydroxid Losung
stabil.

Die herausragenden Eigenschaften der MOFs, nicht nur die (iberragende Porositat,
sondern dariiber hinaus auch die schon zuvor beschriebene strukturelle Vielfalt sowie die
Elastizitdt und Flexibilitdt der Netzwerke, er6ffnet neben der Gasseparation noch viele
weitere Anwendungsgebiete. Kombiniert mit einer hohen chemischen und thermischen
Stabilitdt lassen sich daraus Anwendung in den Bereichen Medizin3?, Katalyse3! oder
Sensorik®? realisieren. Zuséatzlich dazu stehen die organischen Linkermolekiile fiir eine
postsynthetische Modifizierung (PSM) zur Verfligung. Verwendet man Linker mit einer
reaktiven Seitengruppe, lassen sich diese anschlieBend im Netzwerk weiter
funktionalisieren. Die Gruppe um Seth Cohen konnte auf diesem Gebiet eine erhebliche
Anzahl an neuen Strukturen synthetisieren. Eine Ubersicht tiber die bis dahin erreichten
Ergebnisse auf dem Gebiet der PSM, fasste Cohen 2011 in einem Review Artikel
zusammen.33 Diese vielschichtigen Mdoglichkeiten, die Chemie der MOF-Netzwerke zu
variieren fuhrt zu vielen neuen Anwendungsgebieten, einschlieRlich Fluoreszenz34,
Leitfahigkeit3> und Magnetismus3®.

Fiir viele Anwendungen werden MOFs als funktionale Schichten in elektrischen oder
optischen Bauelementen verwendet. Die Verarbeitung von Pulver-MOF Materialen zu
homogenen, diinnen Filmen aus Suspensionen in organischen Losungsmitteln heraus, ist
durch die kristalline Form der MOFs sehr schwer. Daher wurden viele verschiedene
Methoden entwickelt die Synthese der MOFs als diinne Schichten direkt auf der Oberflache
von festen Substraten durchzufiihren. Das diese Dinnfilme immer mehr in den Fokus der
anwendungsorientierten Forschung treten, zeigen einige Reviews, die sich mit den
potentiellen und tatsdchlichen Anwendungen von oberflichengebundenen MOF

Strukturen in optischen, elektronischen oder sensorischen Bereichen befassen.3”-38
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1.2 Oberflaichengebundene Metall-organische Geriistverbindungen
(SURMOFs)

Wie schon im vorherigen Abschnitt angedeutet, fihrt die Verarbeitung von
kristallinen MOF Pulvern aus einer Suspension heraus zu inhomogenen und rauen
Oberflachenbeschichtungen. Fir viele Anwendungen sind jedoch sehr diinne, homogene
oder sogar orientierte, kristalline Filme mit einer definierten Dicke und Rauigkeit
erwiinscht. Daher gibt es in der Zwischenzeit eine Vielzahl an verschiedenen Verfahren, die
Synthese der MOF-Kristalle direkt auf der Oberflaiche durchzufiihren. Im folgenden
Abschnitt wird eine kurze Ubersicht der verschiedenen Methoden gegeben.

1.2.1 Verarbeitungsmethoden oberflachengebundener MOF Netzwerke

Die Spanne der Beschichtungsmethoden von festen Substraten mit MOF-Filmen
reicht von eher simplen Methoden, bis hin zu sehr komplexen Verfahren. Die Gruppen um
Paolo Falcaro und Thomas Bein beschaftigen sich mit der direkten Kristallisation von MOFs
auf Oberflichen aus einer filtrierten Mutterlauge3?, wobei Thomas Bein ein von der
Funktionalisierung der Substrate abhangiges orientiertes MOF Wachstum zeigen konnte.*°
Férey stellte 2009 eine Methode vor, bei der durch das Eintauchen von Substraten in eine
zuvor hergestellte Loésung aus kolloidalen MOF-Partikeln ein geschlossener MOF-Film mit
nur etwa 3 nm Rauigkeit hergestellt werden konnte.*! Weitere Anséatze fir die Herstellung
diinner MOF-Filme wurden von Hiroshi Kitagawa et al. publiziert, die durch ein Langmuir-
Blodgett basiertes Schritt-flir-Schritt Auftragen von 2D Filmen, das orientierte Wachstum
verschiedener Cu(ll) und Co(ll) basierter MOFs zeigen konnten.*?

Eine sehr elegante Methode der Synthese von oberflaichengebundenen Metall-
organischen Gerstverbindungen (SURMOF - aus dem englischen Surface Mounted Metal-
Organic Frameworks) wurde 2007 von Roland Fischer und Christof Wéll entwickelt.** Bei
dem quasi-epitaktischen Schritt-fiir-Schritt (LbL - aus dem Englischen, Layer-by-Layer)
Wachstum, werden funktionalisierte Substrate abwechselnd in die Metallionen Losung und
die Linkerlosung getaucht, wobei durch zwischenzeitliches Spiilen bei jedem Schritt nur
eine Monolage an Molekilen aufwachst. Diese Methode flihrt zu kristallinen, orientierten,
homogenen und qualitativ hochwertigen SURMOF-Filmen.** Die Voraussetzung fiir ein
orientiertes Wachstum auf der Oberfliche ist die vorherige Funktionalisierung des
Substrates, um eine koordinative Anbindung der ersten Schicht Metallionen zu
ermoglichen.
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1.2.1.1 Funktionalisierung der Substrate

Als Substrate fiir die Flissigphasen LbL Methode werden meist Einkristall-
Siliziumwafer verwendet, die mit einer 150 nm dicken (111) orientierten Gold Schicht
bedampft werden. Fiir die mit Gold beschichteten Substrate werden die funktionellen
Ankergruppen mittels selbstassemblierenden Monolagen (SAMs) auf die Oberflache
aufgebracht. Fir die Herstellung von SAMs wird das Substrat in eine Losung von
organischen, linearen Molekiilen getaucht, die sich in einem selbstanordnenden Prozess zu
einer nahezu perfekten Schicht auf der Oberflache anlagern. Daflir tragen sie auf einer Seite
eine Kopfgruppe, die eine starke Affinitdt zu der verwendeten Substratoberflache aufweist.
Fiir Gold beschichtete Oberflaichen werden dafiir langkettige Alkanthiole verwendet, da
Thiole eine starke Affinitat zu den Miinzmetallen besitzen.* Fir Silizium Substrate werden
dagegen Silan-SAMs eingesetzt. Die Gold-Schwefel Bindung ist mit einer GroRenordnung
von etwa 100 kJ/mol bis zu relativ hohen Temperaturen und in vielen Losungsmitteln stabil.
Die langkettigen Alkanthiole sind auf der dem Gold abgewandten Seite mit der
gewlinschten funktionellen Gruppe ausgestattet, um die erste Lage der SURMOFs zu
koordinieren. Fiir das Wachstum der durch die M2(COz)a (M=Cu, Zn) Paddle-Wheel SBU
aufgebauten SURMOFs wird als endstindige Gruppen entweder eine bidentale
Carbonsdure Gruppe oder die monodentalen Hydroxy- bzw, Amingruppen eingesetzt. Je
nach verwendetem SAM kann, wie in Abb. 4 gezeigt, die Wachstumsorientierung der
SURMOFs beeinflusst werden.*

Abb. 4 Schematische Darstellung der Ausrichtung des Metallkomplexes ( Secondary Building unit
(SBU)) eines MOFs abhingig von der endstindigen funktionellen Gruppe der SAMs.*¢

Verantwortlich flr die Wachstumsorientierung im MOF ist die Ausrichtung der
weiter oben diskutierten Secondary Building Units, das heilft schon die Ausrichtung der
ersten Monolage an Metallkomplexen bestimmt die Orientierung des ganzen Films. Fir die
in dieser Arbeit verwendeten SURMOF-Systeme werden als Quelle der Metallionen
12
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Kupfer-, bzw. Zinkacetat eingesetzt. Beide Komplexe bilden in Losung in-situ die Paddle-
Wheel Struktur Mx(COz)s aus, wobei aus zwei Metallionen ein Dimer gebildet wird. Die in
einer quadratisch pyramidalen Umgebung koordinierten Metalle sind an den dquatorialen
Positionen von je vier verbriickenden Carboxylgruppen koordiniert. An der axialen Position
kann ein weiterer monodentaler Ligand koordiniert werden. Dies kann je nach Struktur,
entweder ein Losungsmittelmolekil oder ein monodentaler-multitoper N- oder O-Donor
sein (pillared-layered-MOFs).#” SAMs, die -OH oder -NH terminiert sind, nehmen somit die
axiale Position ein und dirigieren das Wachstum des MOFs in [001] Richtung (siehe Abb. 4).
Wahlt man einen —COOH terminierten SAM, wird die bidentale Carboxylgruppe die
verbriickende, dquatoriale Position einnehmen und das Wachstum des SURMOFs in [100]
Orientierung dirigieren.

Wie von Liu et al. gezeigt werden konnte, ist die Wachstumsorientierung nicht nur
von der Art der Terminierung, sondern auch von der Dichte der vorhandenen funktionellen
Gruppen abhangig. So wachst HKUST-1 auf einem MHDA-SAM (16-mercaptoundecanoic
acid) mit dicht gepackten COOH Gruppen in [100] Orientierung, wahrend es auf einem
CMMT-SAM (9-carboxy-10-(mercaptomethyl)triptyecene)) mit einer deutlich geringeren
Dichte an COOH Gruppen in [111] Orientierung wiéchst.*® Die Autoren vermuten, dass dies
an der Dichte der Koordinationsstellen in der jeweiligen Ebene, so hat die (100) Ebene eine
hohere Dichte an Koordinationsstellen und passt somit besser zu der mit dem MHDA-SAM
funktionalisierten Oberflache, wohingegen die CMMT funktionalisierte Oberflache besser
zu der (111) Ebene passt.

1.2.1.2 Schritt-far-Schritt (LbL) Synthese der SURMOFs

Das Prinzip der Schritt-flir-Schritt Synthese fiir Mehrschichtsysteme geht zuriick auf
Arbeiten aus dem Jahr 1937 von Irvin Langmuir und Katherine Blodgett.*® Dabei wurden
Monolagen von Bariumstereat von einer Wasseroberflache auf ein Substrat Gbertragen.
1988 nutzte die Gruppe um Mallouk dieses Verfahren um in einem Zweischritt-Verfahren
durch abwechselndes Eintauchen eines funktionalisierten Substrates in eine
Zirkoniumionen Losung und eine Phosphonsaure-Losung, eine metallorganische
Beschichtung der Oberfliche zu erreichen.® Ein &hnlichen aber durch ionische Kréfte
gesteuerten Prozess beschrieben Decher et al. 1997 mit der Herstellung von Multilagen von
Polyanionen und Polykationen auf einer funktionalisierten Substratoberfliche.”® Die
Weiterentwicklung dieses Prozesses fir die SURMOF Synthese und verschiedene Aspekte
der MOF-Oberflachenchemie wird von Zacher et al. in einem ausfiihrlichen Review Artikel
diskutiert.>?

Im Gegensatz zu den herkémmlichen Synthesemethoden der MOFs, bei denen
beide Reaktionspartner in einer homogenen Mischung vorgelegt und erhitzt werden,

13




Oberflaichengebundene Metall-organische Geristverbindungen (SURMOFs)

werden die Reaktionspartner bei der LbL-SURMOF Synthese strikt voneinander getrennt.
Die Synthese basiert auf einer quasi-epitaktischen Flissigphasen Methode. Das, wie im
vorherigen Abschnitt beschriebene, funktionalisierte Substrat wird im ersten Schritt in eine
Losung aus [Cuz(COy)4] in Ethanol getaucht, um die Koordination der ersten Schicht zu
ermoglichen. Das griindliche Reinigen des Substrates nach diesem ersten Schritt zum
Abwaschen der nicht chemisorbierten Kupferacetat Einheiten fihrt zu einer auf der
Oberflache koordinierten Monolage an [Cu2(COz)s]-Komplexen. Im zweiten Schritt wird das
Substrat in eine Losung des organischen, multitopen Linkermolekils gegeben und
anschlieBend wiederrum griindlich gespilt. Durch die Wiederholung dieses
Zweischrittverfahrens wird der SURMOF-Film Lage-fir-Lage auf die Oberflache
aufgebracht, was zu einem gleichmaRig homogenen und orientiert kristallinen Film fihrt
(siehe Abb. 5).

'—L —s (—-:

1) Metallionen I @ o L=
2) Spiilen l
‘ o 3) Linker I - - ""'l

4) Spiilen

=" f' _‘-(‘ —

Metall

- Linker
-ionen

Au-beschichteter

Si-Wafer RiZjplen

Abb. 5 Schematische Darstellung des Schritt-fir-Schritt Wachstums der SURMOF Synthese. Das
funktionalisierte Gold-Substrat wird im ersten Schritt in eine Metallionen Losung gegeben,
anschlieRend nach griindlichem Spiilen in die organische Linkerlésung. Durch Wiederholung
dieser beiden Schritte, erhilt man einen homogenen, kristallinen SURMOF-Film.*3

Seit der Entwicklung der urspriinglichen SURMOF-Synthese via Eintauchen der
Substrate per Hand, wurden viele weitere Techniken entwickelt um die Qualitdt und
Effizienz der SURMOF Synthese zu verbessern. Vor allem in der Gruppe von Christof Wall
wurden viele neue Prozesse entwickelt, unter anderem eine Pumpenmethode, bei der die
Substrate in einer beheizbaren Kammer liegen und mit den jeweiligen Losungen mit
separat steuerbaren Pumpen mit den unterschiedlichen Lésungen tiberschichtet werden.>3
Fir die Synthese von dickeren Filmen und groBeren Substraten wurde ein Spriihverfahren
eingefiihrt, bei dem die Losungen abwechselnd auf das senkrecht angebrachte Substrat
gespriht werden.>* Auch die in-situ Synthese in einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM aus
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dem Englischen, quarz crystal micro-balance)> oder ein neu entwickeltes
robotergesteuertes Tauchverfahren bietet Moglichkeiten far vielseitige
Beschichtungsmethoden. Die fiir diese Arbeit verwendeten Synthesemethoden werden
ausfiihrlich in Kapitel 3.4.1 bei der experimentellen Durchfliihrung beschrieben. All diese
Synthesemethoden kénnen mittlerweile auf verschiedene Substrate angewandt werden.
Nicht nur Silizium und mit Gold beschichtete Siliziumwafer kénnen als Substrate verwendet
werden, auch Glas, Glimmer und Kunststoffsubstrate konnten erfolgreich mit SURMOF
beschichtet werden. Die bisher auf flache Oberflachen beschranke Methode des Schritt-
flr-Schritt Wachstums wurde 2012 von Martin Silvestre et al. auf funktionalisierte
Nanopartikel ausgeweitet.’® Die Synthesemethode der Partikel erfolgt dhnlich wie die der
flachen Substrate und wird im folgenden Kapitel ndher beschrieben.

1.2.2 MOF-Beschichtung von magnetischen Nanopartikel (magMOFs)

Martin Silvestre konnte zeigen, dass die Anwendung der Schritt-fiir-Schritt Synthese
nicht auf zweidimensionale Oberflachen beschrankt ist, sondern auch fiir dreidimensionale
Strukturen verwendet werden kann. Am Beispiel von unter anderem HKUST-1, ZIF-8 und
[Cu(bdc)] zeigt er die erfolgreiche LbL Synthese auf funktionalisierten, magnetischen
Nanopartikeln.>®

Reges Interesse an dem Gebiet der MOF-Beschichtung von Nanopartikeln zeigen
nicht nur seine Arbeiten, sondern auch die anderer Gruppen. So wurden Beispiele von mit
MOF beschichteten metallischen Nanopartikeln, unter anderem von Junfa Zhu et al.
publiziert. Sie konnten nach der MOF Beschichtung von katalytisch aktiven, goldhaltigen
Nanopartikeln eine vergleichsweise héhere Aktivitat zeigen als die der reinen Partikel.>”>8
Gute sensorische Eigenschaften zeigen von Zhiyong Tang et al. entwickelte, mit MOF-5
beschichtete Edelmetall-Nanopartikel; die Au@MOF-5 Partikel weisen eine hohe
spezifische Detektion von CO, auf.>® Wihrend die von Tang et al. hergestellten Partikel in
einer Eintopfreaktion synthetisiert werden, werden die von der Gruppe um Zhu
vorgestellten Partikel in einem Schritt-fir-Schritt Verfahren hergestellt. Dadurch kann die
Dicke und Homogenitat der MOF-Schale mit Anzahl der Zyklen viel genauer eingestellt
werden. Allerdings ist das Abtrennen und Zugeben der neuen Ldsungen von den
Nanopartikeln ein kompliziertes und langwieriges Verfahren, da die Partikel nach jedem
Schritt mit der Zentrifuge abgetrennt werden missen.

Die von Martin Silvestre entwickelte Synthese, wird auf COOH funktionalisierten
FesOs-Nanopartikeln durchgefiihrt. Wie schon im vorherigen Absatz diskutiert, ist eine
Funktionalisierung der Oberflache fir die Koordination der ersten Lage Metallionen
unabdingbar, die Prozedur der Partikelfunktionalisierung wird in Kapitel 3.2.2 bei der
experimentellen Beschreibung genauer diskutiert. Ein groRer Vorteil bei der Verwendung

15



Oberflaichengebundene Metall-organische Geristverbindungen (SURMOFs)

magnetischer Nanopartikel ist die vereinfachte Handhabung bei der Synthese. Wahrend
nichtmagnetische Partikel nach jedem Schritt in einem aufwendigen Verfahren mit der
Zentrifuge abgetrennt werden missen, konnen die magnetischen Partikel einfach mit
einem Permanentmagneten von der Losung separiert werden. Die Syntheseroute verlauft
wie bei den zweidimensionalen Substraten tiber das abwechselnde Eintauchen der Partikel
in die Metall bzw. Linkerldsung. Die genaue Synthesebeschreibung und die, fir die
jeweiligen MOF-Systeme verwendeten optimalen Bedingungen werden in Kapitel 3.4.2
beschrieben. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) Aufnahmen zeigen ein lineares
Wachstum der magMOF Schicht mit Zunahme der Wachstumszyklen. In Abb. 6 ist ein
Beispiel der magnetischen Fe30s- Nanopartikel nach der Beschichtung mit 10 Zyklen des
UiO-67, einer Zirkonium / Biphenyldicarbonsaure [Zr(BPDC)]-Verbindungen gezeigt, nach
10 Zyklen ist eine UiO Schicht von etwa 10 nm Dicke zu erkennen. Ein zuséatzlicher Beweis
fir die erfolgreiche Synthese ist der dazugehorige EDX (Energiedisperse
Rontgenspektroskopie) Scan, auf dem die Konzentrationen der Eisen und Zirkoniumionen
bei einem Schnitt durch den Core/Shell Partikel zu sehen ist.
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Konzentration (at. %)
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0 25 50 75 100 125
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Abb. 6 TEM und EDX Messungen eines Fe3s04 Nanopartikels nach der Beschichtung mit 10 Zyklen
UiO-67 mit der Schritt-fir-Schritt Synthese. (Die Bilder stammen von eigenen Arbeiten flr
die Schritt-fiir-Schritt Synthese von UiO-67 auf magnetischen Nanopartikeln, fur die spatere
Separation verschiedener aromatischer Losungsmittel via HPLC (high performance liquid
chromatography)).®®

Die Schritt-flr-Schritt Beschichtung von magnetischen Nanopartikeln mit
funktionellen Materialien findet grofles Interesse, nicht nur im oben aufgefiihrten
katalytischen oder sensorischen, sondern vor allem auch im biomedizinischen Bereich.
Magnetische Nanopartikel an sich werden bereits zur Krebstherapie eingesetzt,®! sie
konnen in den Blutkreislauf tiberfiihrt und durch ein extern angelegtes Magnetfeld zum
Tumor geleitet werden.®? Dort angelangt werden die Partikel und somit das umgebende
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Tumorgewebe mit einem alternierenden Magnetfeld erhitzt, durch diese sogenannte
Hyperthermie sterben die Tumorzellen ab ohne das umliegende, gesunde Gewebe zu
schadigen.?® Erfolg versprechen die Hyperthermie-Therapien besonders in Kombination
mit einer chemotherapeutischen Behandlung. Durch die Beschichtung dieser
magnetischen Partikeln mit funktionalen Materialien, die mit Medikamenten beladen
werden kdnnen und diese ganz gezielt im Tumorgewebe abgeben, kann der Effekt und die
Wirksamkeit solcher Partikel basierten Therapien deutlich gesteigert werden.®* In einem
Review von 2013 diskutiert Caruso die Anwendung solcher, durch LbL Synthese
beschichteter Nanopartikel im biomedizinischen Bereich. Er fokussiert sich auf die Synthese
der Partikel, deren Aufnahme und Wirkungsweisen im Organismus und die therapeutische
Anwendung und zeigt damit deren groRe Einsatz- und Wirkungsgebiete.®> Die Anwendung
von MOF-beschichteten Partikeln in der Biomedizin hat bisher noch keine breite
Anwendung erfahren, da die MOFs durch ihre porose Struktur zwar ideal fir die
Einlagerung von Wirkstoffmolekiilen sind, die Bestdandigkeit der MOFs in biologischen
Medien allerdings nicht tiber einen ldngeren Zeitraum gegeben ist.?® Der Schliissel zur
Anwendung der MOFs fiir medizinische Zwecke ist also eine Verbesserung der Stabilitat in
proteinhaltigen und biologischen Medien. Dies gilt nicht nur fir die hier diskutierten
magMOFs sondern auch fiir die im vorherigen Kapitel beschriebenen Oberflachenfilme der
SURMOFs. Der Schlissel fur die biologische Bestdandigkeit der MOFs liegt in deren Aufbau.
Einige Ansadtze zur Verbesserung der Wasserstabilitit werden im néachsten Kapitel
diskutiert.

1.2.3 Wasserstabilitat und Biokompatibilitdt von MOFs

Die Wasserstabilitdat eines MOFs wird, wie schon in Kapitel 1.1.2 diskutiert, von der
Starke der Bindung des Metalls zum Elektronendonor des Liganden diktiert. Die Lewis-
Saure-Base Koordinationsbindungen zwischen Metall und den Liganden bestimmt die
Stabilitdt des Netzwerkes, daher kann der pKs Wert der koordinierenden Gruppe des
Liganden einen ersten Richtwert fur die Stabilitdt eines MOFs liefern. Jeff Long konnte diese
Theorie in einer Studie belegen, in dem er Stickstoff Heterozyklen mit unterschiedlichen
pks Werten als Linkermolekiil fir die MOF Synthese verwendete und die steigende
Stabilitdt des Gerlistes mit steigendem pks der Linkermolekiile zeigen konnte. So weisen
die aus Pyrazol (pka=19.8) aufgebauten MOFs [M3(BTP),] (BTP = 1,3,5-tris(1H-pyrazol-4-
yl)benzol) eine auRergewdhnlich hohe Stabilitat auf.6” Somit lassen sich sowohl durch das
Redoxpotential der eingesetzten Metallionen als auch der Stirke der als Liganden
eingesetzten Lewis Basen die Stabilitdt des MOFs vorhersagen.®® Eine starke Lewis Saure-
Base Koordination im MOF fuhrt zu einer hohen thermodynamischen Stabilitat, so zeichnet
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sich die Reihe der schon zuvor erwdhnten Zeolitic imidazole frameworks (ZIFs) durch ihre
extreme thermische (Stabil bis 550 °C) und chemische (7 Tage in kochender
Natriumhydroxid Losung) Stabilitdt aus. Der Aufbau der ZIFs erfolgt aus Gber Imidazol-Ringe
(pks=14.5) verbriickte Zn- bzw. Co-lonen. Die Struktur kann als tGber die Ecken verkniipfte
ZnNs Tetraeder beschrieben werden. Die Autoren fihren zwei Hauptgriinde fiir die
aulerordentliche Stabilitat auf: Erstens die hydrophoben Eigenschaften der Poren, die das
Eindringen des Wassers verhindern und zweitens die starken Bindungskrafte zwischen
Zn(ll) bzw. Co(ll) und dem N-Donor Liganden.?® Eine weitere Gruppe von MOFs, die eine
hohe chemische Stabilitdt aufweisen und die bisher das groBte Potential fiir eine
biologische Anwendung zeigen, ist die Gruppe der MIL (Material Institut Lavoisier) MOFs.
Die von der Gruppe um Ferey entwickelten Materialien sind aus trivalenten Metallzentren
aufgebaut, die durch multitope Carbonsdure Liganden verbriickt werden. Vor allem die
2007 entwickelten, aus Fe(lll) aufgebauten MIL-100(Fe) und MIL-101(Fe), zeigen eine sehr
gute Eignung fiir die biologische Anwendung.®® Die Stabilitdt der MILs ist ebenso wie die
der ZIFs auf die starken intramolekularen Wechselwirkungen, in diesem Fall die Eisen—
Sauerstoff Bindung zurtickzufihren, diese liegt mit etwa 407 kl/mol deutlich hoéher als die
Kupfer-Sauerstoff Bindung (287 kJ/mol).”° Die Stabilitit unter simulierten physiologischen
Bedingungen (in simulierter Korperflissigkeit — oder aus dem englischen simulated body
fluid (SBF) bei 37 °C) wurde ebenso gezeigt wie die atoxischen Eigenschaften anhand der
intravenosen Verabreichung verschiedener Dosierungen an Ratten (bis zu 220 mg/kg).”?
Viele weitere Studien belegen die Eignung der MlILs als ,,Drug Carrier Systeme” durch
Einlagerung von Wirkstoffen und deren Freisetzung im Organismus.3%7%73 Die in Abb. 7
gezeigte Freisetzung von I|buprofen aus verschiedenen MOF Tragermaterialen unter
simulierten physiologischen Bedingungen zeigt am Beispiel von MIL-101 eine
beeindruckende Freisetzung von Ibuprofen von 1.4 Gramm pro Gramm MIL-101.74
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Abb. 7 Kinetik der Ibuprofen-Freisetzung von verschiedenen MOF-Trdgermaterialien unter

simulierten physiologischen Bedingungen. (Modifiziert tbernommen aus’?)

In einem Review von 2011 mit Uber 300 Zitaten geben Serre und Mitarbeiter einen
Uberblick tiber die bis dahin gewonnenen Erkenntnisse der MOFs im Einsatz in der
Biomedizin.”? Nicht nur die Fahigkeit zur Freisetzung von eingelagerten
Wirkstoffmolekiilen, sondern auch die Toxizitdt und Stabilitdt im menschlichen Organismus
werden diskutiert. Eine weitere wichtige Rolle spielt die Form der Verabreichung. Wahrend
einige MOFs fiir die direkte intravendse Verabreichung geeignet sind, muss bei der oralen
Verabreichung von ,,drug carrier” Systemen auch die mechanische und chemische Stabilitat
unter den bestimmten Bedingungen (etwa die saure Umgebung des Magens oder die
basische Umgebung des Darms) gegeben sein. Diese mechanische Stabiltdt wird in
aktuellen Studien durch das Pressen der MOFs in Pellet oder Tablettenform erreicht, wobei
allerdings Bindemittel eingesetzt werden die im Idealfall vermieden werden sollten.”>

Die Moglichkeit der Schritt-fir-Schritt Synthese, die ein Aufwachsen von SURMOF-Filmen
nicht nur auf glatten Oberflachen, sondern wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben auch auf
dreidimensionalen Objekten wie Nanopartikeln, erlaubt auf einfache Weise eine
Herstellung von mechanisch stabilen Partikel mit einer einheitlichen GréRenverteilung
ohne die Notwendigkeit von zuséatzlichen Bindemitteln. Bei der Verwendung der SURMOFs
im biologischen und biomedizinischen Bereich, st6Rt man allerdings noch auf weitere
Herausforderungen, die im folgenden Kapitel ndher erldutert werden.
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1.2.4 Wasserstabilitat und Biokompatibilitdit von SURMOFs

Die SURMOFs sind wie in Kapitel 1.2 beschrieben, aus Kupfer, bzw. Zinkacetat - SBUs
aufgebaut, die chemische Stabilitat der Materialen ist, wie bereits im vorhergehenden
Abschnitt diskutiert, durch die Bindungsstarken der Metall-Linker Koordination gegeben.
Durch die vergleichsweise schwache Bindungsstarke der Kupfer-Sauerstoff Bindung
(287 ki/mol)’°, gehdren die aus Cu(CO;) und Zn(CO2) SBUs aufgebauten MOFs eher zu den
wasserlabilen MOF-Strukturen. Studien zum biologischen Einsatz von SURMOFs anhand
von SURMOF-2, zeigen eine ausreichende Stabilitat in reinem Wasser, allerdings kann in
proteinhaltigen Losungen, welche zu einer zusatzlichen Komplexierung der Kupferionen
fuhren, eine recht schnelle Zersetzung des Geriistes beobachtet werden.®® Nichts desto
trotz konnte in dieser Arbeit die Biokompatibilitat des SURMOF-2 anhand von Fibroblasten
gezeigt werden, die trotz der Zersetzung des Gerlstes keine Beeintrachtigungen in
Wachstum und Zellteilung zeigten.

Bemuhungen, die Wasserstabilitdt von SURMOFs zu verbessern, laufen zumeist auf
zwei unterschiedliche Strategien hinaus. Eine davon ist der oben beschriebene Einsatz
unterschiedlicher Metallionen zur Erhoéhung der Bindungskrafte im Gerlst, um
thermodynamisch stabile Strukturen zu erhalten.

Die Schwierigkeit bei der Herstellung von thermodynamisch stabilen SURMOF-
Filmen liegt an der gewahlten Synthesemethode. Da die Synthese der SURMOFs, wie in
Kapitel 1.2 beschrieben, bei Raumtemperatur oder nur leicht erhdhte Temperatur in einem
Schritt-fur-Schritt Verfahren durchgefihrt wird, sind bis jetzt noch nicht alle MOF
Strukturen fir die Herstellung von SURMOF-Filmen verfligbar. Im Gegensatz zur
solvothermalen Synthese von MOFs, darf bei der SURMOF-Synthese die Bildung der SBU
nicht thermisch kontrolliert sein, durch die geringe Reaktionstemperatur muss die
Ligandenaustauschreaktion am Metall Zentrum ohne eine groRere Aktivierungsenergie
ablaufen. Diese Voraussetzungen sind bei dem Einsatz von Acetat-verbriickten SBUs
gegeben. In Abb. 8 sind verschiedene Acetat verbriickte SBUs dargestellt, neben der
wohlbekannten Paddle Wheel Struktur (a) konnten Serre etal. die
Raumtemperatursynthesen verschiedener MOF-Systeme anhand eines Acetat-
verbriickten, hexanuklearen Zirkoniumclusters’® bzw. eines trinuklearen Eisenclusters’’
vorstellen.
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©omds
Cu,(CO,), Fe;0(CO,)s Zrg04(0OH),4(CO;)1,
Abb. 8 Darstellung verschiedener Acetat-verbriickter SBUs zur Raumtemperatursynthese von

MOFs. (a) Die binukleare Paddle-Wheel Struktur. (b) Ein trinuklearer, Acetat-verbriickter
Eisencluster zur Raumtemperatursynthese von MIL-88.77 (c) Ein hexanuklearer Acetat-
verbriickter Zirkoniumcluster zur Raumtemperatursynthese von Ui0O-66 bzw. Ui0-67.7°
(Modifiziert iibernommen aus?)

Die zweite Strategie ist die Verdnderung der Poreneigenschaften durch
Modifizierung der Linkermolekiile, die ebenfalls zu kinetisch stabilen MOF-Strukturen
fihren konnen. Die Zersetzung des Gerlistes erfolgt oft durch den nukleophilen Angriff der
Metallzentren durch Losungsmittelmolekiile wie zum Beispiel Wasser. Das Eindringen des
Wassers oder anderer hydrophiler Losungsmittelmolekiile kann durch das Anbringen
hydrophober oder sterisch anspruchsvoller Seitengruppen an den Linkermolekilen
verhindert werden. So kann die Wasserstabilitat eines [Zn(bdc)(bipy)o.s] MOFs durch das
einfache Einbauen von Methyl-Seitengruppen bereits deutlich verbessert werden>3, dieses
Konzept lasst sich mit langeren Alkyl-Seitengruppen oder halogenierten Linkern weiter
verbessern.”® Dieser Ansatz, bei dem funktionalisierte Linker zur MOF-Synthese eingesetzt
werden, wird als ,,Vorfunktionalisierungs-Ansatz” bezeichnet und ist fiir eine groe Anzahl
von funktionellen Gruppen, wie -NH, -CH3 oder Halogenide sehr erfolgreich. Andere
Seitengruppen hingegen sind fiir diesen Ansatz ungeeignet, da sie das MOF-Wachstum
beeintrachtigen oder nicht stabil gegeniber den solvothermischen Reaktionsbedingungen
sind. Um trotzdem Zugang zu diesen Funktionalitdten zu bekommen, konnten in Arbeiten,
die vor allem von der Gruppe um Seth Cohen vorangetrieben wurden, einige Fortschritte
durch die postsynthetische Modifizierung (PSM) von MOFs erzielt werden. Bei diesem
Ansatz werden gut einbaubare Seitengruppen wie etwa Amine nach der MOF-Synthese
unter geeigneten Bedingungen weiter funktionalisiert (siehe Abb. 9).3* Auch hinsichtlich
der Wasserstabilitdt konnten gute Ergebnisse via PSM erzielt werden, so flhrt etwa der
postsynthetische Einbau von langkettigen Alkanen zu superhydrophoben, wasserstabilen
MOF-Strukturen.”® Dieser Ansatz kann sowohl neue Anwendungen im biologischen
Bereich,® als auch zahlreiche Anwendungen in Gasspeicherung, Katalyse und Sensorik
ermdglichen, wie Cohen und Tanabe in einem Review von 2011 zeigen konnten.8!
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Reaktion
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Abb. 9 (Oben) Generelles Schema einer postsynthetischen Modifizierung (PSM) eines MOFs.
(Unten) Spezifisches Beispiel einer PSM an einem Amin-funktionalisierten MOF mit
Benzolanhydrid. (Modifiziert ibernommen aus8?).

Die Wasserstabilitdt von solch kinetisch stabilisierten MOF-Strukturen, bei denen
die Stabilitat auf der Abschirmung der wassersensitiven Metallzentren beruht, ist allerdings
nicht so nachhaltig stabil wie die von thermodynamisch stabilen MOFs. Nach langerem
Kontakt des MOFs mit Wasser kann das Eindringen der Wassermolekiile zu einer
Zersetzung des Metall-organischen Geriists fiihren.8?

Fiir eine biologische Anwendung der SURMOFs, wie sie fiir diese Arbeit angestrebt
wird, ist eine dauerhafte und permanente Wasserstabilitait allerdings eine
Grundvoraussetzung. Diese Herausforderung, die herausragenden Eigenschaften der
SURMOF-Filme (permanente Mikroporositat, ideale molekulare Strukturierung, Einstellung
der PorengrofRe und -eigenschaften) fiir die Nutzung im biologischen Bereich zugénglich zu
machen, konnten 2013 von Manuel Tsotsalas et al. gemeistert werden.®3 Nach Vorarbeiten
der Gruppe um Prof. Sada, die das Prinzip der PSM insofern erweiterten, dass sie nicht nur
die individuellen Linkermolekiile funktionalisierten, sondern diese mit einem
multifunktionellen Sekundarlinker untereinander vernetzen, konnte ein ideales
Polymernetzwerk hergestellt werden.?*

Die Herstellung und das Prinzip dieser idealen Polymernetzwerke aus SURMOF
Substraten — sogenanntes SURGEL soll im folgenden Abschnitt genauer diskutiert werden.

22



Einleitung

1.3 Konversion von SURMOFs zu SURGELs

Die oben erwdhnte Methode, den Ansatz der postsynthetischen Modifizierung von
MOFs fir die Herstellung permanent stabiler und poroser Verbindungen zu nutzen, stellte
die Gruppe von Kazuki Sada 2013 vor. Dabei wurden Einkristalle verschiedener auf Zn(ll),
Cu(ll) oder Zr(lV) basierter MOF-Strukturen hergestellt und anschlieRend mit einem
multifunktionellen  Sekundarlinker  quervernetzt. Diese  Quervernetzung der
Linkermolekiile fiihrt zu einer Stabilisierung des Geriistes unabhangig von den Metallionen
und ermoglicht das anschlieBende Herauslésen der Metallionen ohne die Zersetzung der
organischen Struktur. Somit erhalt man ein Polymergel, das durch den Einsatz des MOF-
Templates die molekulare Strukturierung und Porositat des Ausgangs-MOFs beibehalt.

Manuel Tsotsalas konnte die Strategie der Konversion eines kristallinen, porosen
MOFs zu einem polymeren, porésen GEL auf das SURMOF System libertragen.

In einer Arbeit von 2013 stellte er die erfolgreiche Synthese eines Azid-
funktionalisierten SURMOFs vor, der anschlieBend in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition mit
einem multifunktionellen Alkin quervernetzt werden konnte. In Abb. 10 werden die
einzelnen Schritte der Synthese dargestellt. Durch die zusatzlichen Verstrebungen des
Sekundarlinkers ist das Gerist unabhangig von den Metallionen stabil. Somit kénnen diese
im letzten Schritt mit dem Komplexbildner Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) aus dem
Gerust herausgelost werden.

Abb. 10 Die schematische Darstellung der Konversion eines Azid-funktionalisierten SURMOFs zu
einem idealen Polymergel (SURGEL). Im ersten Schritt werden die azid-funktionalisierten
Linkermolekiile mit einem multifunktionellen Sekundérlinker vernetzt, im zweiten Schritt
werden die Metallionen mit EDTA aus dem Netzwerk herausgelost. (Modifiziert
tibernommen aus %3).

Die Gel Konversion eines SURMOF-Films flihrt zu einem quervernetzten, pordsen
Polymer, das durch den Aufbau aus dem MOF die Homogenitdt und molekulare
Strukturierung des Films beibehilt. Die Eignung dieses neuen Materials in der biologischen
Anwendung konnte in derselben Arbeit anhand des Bakterienstammes P.putida pJN::GFP
gezeigt werden. Dabei konnte neben den atoxischen Eigenschaften des SURGELs auch die
weiterhin bestehende Porositdt des Gels gezeigt werden.
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Als Modelorganismus wird der genmodifizierte Bakterienstamm P. putida pJN::GFP
verwendet, der nach Aufnahme von Arabinose eine selektive GFP Expression zeigt. Um zu
zeigen, dass die Poren des SURGELs mit einem Gastmolekiil beladen werden kénnen,
wurde wie in Abb. 11 gezeigt eine Halfte des SURGELs mit Arabinose beladen. Obwohl die
Bakterien auf beiden Halften erfolgreich ansiedeln, zeigen nur die auf der mit Arabinose
beladenen Halfte eine GFP Expression, die im Fluoreszenzmikroskop nachvollzogen werden
kann.
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Arabinose beladenes SURGEL ~leeres”“ SURGEL

Abb. 11 Der genmodifizierte Bakterienstamm P. putida pJN::GFP zeigt nach Aufnahme von
Arabinose eine selektive GFP Expression. Im oberen Bereich wird die GFP Verteilung in einer
Fluoreszenzmikroskopaufnahme gezeigt, im unteren Bereich wird schematisch die Beladung
des SURGELs mit Arabinose dargstellt, nur die auf dem beladenen Bereich siedelnden
Bakterien zeigen eine GFP-Expression (Modifiziert ibernommen aus®3).

Somit konnte die neue Materialklasse des SURGELs erfolgreich als Biomaterial
eingefiihrt werden. Durch die Verwendung eines SURMOF-Films als Templat kdnnen alle
Vorteile der Schritt-flir-Schritt Synthese ausgeschopft werden. Der erhaltene homogene
Film kann nicht nur auf zweidimensionalen Oberflichen verwendet werden, sondern ist
durch das epitaktische Tauchverfahren auch fiir dreidimensionale Strukturen zuganglich.
Dies macht die SURGELe als Materialklasse nicht nur als ,drug carrier” Systeme interessant,
sondern auch fir viele weitere Anwendungen von Biomaterialien. Zu nennen ware dabei
der Einsatz als Beschichtung von Implantat-Oberflachen als Vermittlermembran zwischen
den notwendigerweise mechanisch sehr robusten Implantaten und den kérpereigenen
Zellen und Geweben. Die Weiterentwicklung des SURGELs auf verschiedenen Substraten,
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die Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Zelltypen und die Einlagerung und
Freisetzung von Wirkstoffmolekilen in die Poren des Gels ist das Ziel dieser Arbeit.

Um die Anforderungen richtig zu verstehen, die an ein Material in der biologischen
Anwendung gestellt werden, wird im folgenden Kapitel auf Biomaterialen im Allgemeinen,
die Wechselwirkungen von Zellen untereinander und mit dem umgebenden Medium

eingegangen.
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1.4 Biomaterialen

Die Anforderungen an Biomaterialien sind vor allem von den Bedirfnissen der
Zellen vorgegeben, die mit dem Material interagieren. Neben ersten Tests in der Arbeit von
Manuel Tsotsalas, die sich auf prokariotische Zelllinien bezieht, missen fiir den Einsatz der
SURGELe als Beschichtung von Implantaten oder anderen Biomaterialien im menschlichen
Korper, allerdings auch die Eignung als Zellwachstumssubstrate fir eukariotische Zellen
gezeigt werden.

Flr Biomaterialien im Einsatz als Implantate sind vor allem die Wechselwirkungen
mit knochenbildenden Zellen (Osteoblasten) interessant. Die Ansiedelung von
Osteoblasten und die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu den
knochenbildenden Zellen auf der Implantatoberfliche kénnen zu einer verbesserten
Vertraglichkeit der Implantate ohne AbstoBungserscheinungen verhelfen. Die
Differenzierung der Stammzellen zu den unterschiedlichen Zelltypen ist ein sehr komplexes
Thema, das im folgenden Abschnitt kurz angerissen werden soll.

1.4.1 Fir Biomaterialien relevante Zelltypen

Bei der Entwicklung des menschlichen Embryos werden alle spater vorhandenen
Zelltypen aus den embryonalen Stammzellen gebildet. Am Anfang der Entwicklung
entstehen drei verschiedene Zellschichten im Embryoblasten. Diese werden als
endodermale, ektodermale und mesodermale Schicht, oder als Keimblatter bezeichnet und
bilden bereits die Grundlagen fiir verschiedene Gewebetypen.®> In der weiteren
Entwicklung differenzieren diese Zellen je nach Umgebungsreizen weiter und bilden im
Laufe der Entwicklung des Embryos sehr spezialisierte Zellen aus. Nach der
abgeschlossenen Entwicklung finden sich im Korper adulte Stammzellen, die nicht mehr
wie die embryonalen Stammzellen zu allen kérpereigenen Zellen differenzieren kénnen
(Pluripotenz), sondern ein eingeschrdankteres Differenzierungspotential haben und auf
einen bestimmte Gewebstypen beschriankt sind (Multipotenz). So konnen sich
beispielsweise die mesenchymalen Stammzellen zu Knochen, Knorpeln, Muskeln und
Bindegewebe entwickeln und die hamatopoetischen Stammzellen zu den verschiedenen
blutbildenden Zelltypen. Welche Differenzierung der Stammzellen eintritt, wird von der
biologischen  Mikroumgebung der Zellen bestimmt. So spielen Zell/Zell-,
Zell/Matrixkontakte und Wachstumsfaktoren, sogenannten Zytokine, eine Rolle. Diese
Differenzierung durch gezielte chemisch funktionalisierte und strukturierte Substrate
steuern zu koénnen, ist eines der grolRen Forschungsbereiche bei der Entwicklung von
Biomaterialien. Vor allem die gezielte Ansiedelung und Differenzierung der
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mesenchymalen und hamatopoetischen Stammzellen durch geeignete Umgebungsreize ist
interessant fur die biomedizinische Anwendung.

Auch die Ansiedelung spezialisierter Zellen wie etwa der knochenbildenden
Osteoblasten ist fir die Anwendung der Materialien interessant.

1.4.2 Biomaterialen und deren Einsatz in ,Tissue Engineering” und der
Wirkstofffreisetzung

Die komplexe Interaktion der Zellen mit den Biomaterialien findet auf mehreren
Langenskalen statt. Angefangen bei den makroskopischen Eigenschaften des Materials ist
dessen mechanische Stabilitat und Steifigkeit notwendig, um die mechanischen Krafte der
migrierenden Zellen aufnehmen zu kénnen, ohne sich dabei zu verformen oder zu
zersetzen.®® Ebenso hat die topologische und chemische Strukturierung der Oberfliche
einen groRen Einfluss auf das Wachstum und die Migration der kultivierten Zellen.®’
SchlieBlich hat der molekularen Aufbau des Materials einen groRBen Effekt, Porositat ist
notwendig, um beispielsweise Wirkstoffe oder Wachstumsfaktoren freisetzen zu kénnen.®
Abb. 12 zeigt unterschiedliche Anforderungen an Biomaterialen bei der Wechselwirkung
mit endogenen Stammzellen. Sowohl physikalische als auch biochemische Signale kdnnen
die Migration, Replikation und Differenzierung der Stammzellen auf dem Material
beeinflussen.?’
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Funktionalisierte Biomaterialien (Synthetische Mikroumgebung)

Abb. 12 Wechselwirkung von Biomaterialien mit endogenen Stammzellen. Sowohl durch
physikalische als auch durch biochemische Signalisierung des synthetischen Materials wird
die Migration, Replikation und Differenzierung der Zellen beeinflusst. (Modifiziert
tibernommen aus #°).

Die bisher fur Gewebeaufbau (englisch, Tissue Engineering), Wundheilung und
Implantate genutzten Biomaterialien basieren meist auf Standartpolymeren. Deren
Strukturierung ist meist nur auf der makroskopischen Ebene durchfiihrbar, wobei die
Strukturierung im Nano- und Mikrometer Bereich auRer Acht gelassen wird.?® Dies fiihrt oft
zu einem nicht optimalen Ergebnis in der Anwendung dieser Materialien. Wie in dieser und
vorhergehenden Arbeiten gezeigt werden konnte, kann der Ansatz des SURGELs genau
diesen Anspriichen gerecht werden. Durch den Aufbau von pordésen und hoch
strukturierten SURMOFs und der anschlieRenden Konvertierung in sogenannte ,ideale
Polymernetzwerke” wird die Strukturierung sowohl im makroskopischen, als auch im Nano-
und Mikrometer Bereich wohldefiniert. Im Zuge dieser Arbeit wurde die Strukturierung des
SURGELSs auf all diesen Ebenen untersucht und optimiert. Angefangen bei der molekularen
Strukturierung der SURMOFs wurde der hierarchische Aufbau orthogonal zur Oberflache
untersucht, um verschiedene funktionelle Ebenen in die SURMOFs einzubauen. Auch die
laterale  chemische  Strukturierung der Oberfliche mithilfe lichtsensitiver
Funktionalisierungsmethoden konnte erfolgreich gezeigt werden (siehe Kapitel 4.2). Somit
konnen die SURGELe auf allen oben aufgelisteten, fir die Zell-Material-Wechselwirkungen
relevanten Langenskalen optimal aufgebaut werden.

Die verschiedenen Methoden fiir die Materialstrukturierungen werden in der
Ergebnisdiskussion genauer erldutert. Um die Interaktionen der Zellen mit den

28




Einleitung

Biomaterialien besser zu verstehen, wird auf diese Wechselwirkungen in den folgenden
Abschnitten speziell eingegangen.

1.4.3 Zellkommunikation im Organismus

Im Organismus lauft die Zellkommunikation auf sehr vielen verschiedenen Wegen
ab. Dabei kann die Informationsiibertragung tber einen direkten Zell-Zell-Kontakt, iber die
Verabreichung von Wachstumsfaktoren (iber das Blut, das umgebende Medium oder der
Bindung der Wachstumsfaktoren in der extrazellularen Matrix ablaufen. Zusatzlich hat die
Bindung der Zellen an die extrazelluldre Matrix bzw. zu dem umgebenden Stiitzgewebe
(Stromazellen) einen grofRen Einfluss auf die Migration und Proliferation der Zellen.

Die oben erwahnte extrazelluldre Matrix (ECM aus dem englischen extracellular
matrix) ist in allen Organismen zu finden und ist fir Gewebeeigenschaften, wie
Strukturerhaltung (Sehnen und Kapseln), Elastizitat (Knorpel und GefaBwande), Polsterung
(Fettgewebe) und vieles andere zustindig.®* Die Bildung der extrazelluldren Matrix wird
von den Stromazellen ibernommen, sie besteht hauptsachlich aus Kollagen, Elastin und
Glykoproteinen (wie z.B. Fibronektin oder Laminin), die je nach Gewebeart unterschiedlich
zusammengesetzt werden. Neben den oben beschriebenen strukturgebenden
Eigenschaften, ist die ECM fir die Speicherung und Verabreichung der von den
Stromazellen gebildeten Wachstumsfaktoren verantwortlich.

Die Interaktion der Zellen mit der Extrazellularen Matrix findet liber sogenannte
Integrine statt. Integrine sind Transmembranproteine, die in der Zellwand eingelagert sind
und als Zelloberflichenrezeptoren an die ECM-Proteinen koppeln kénnen.*?

Eine recht oft untersuchte Erkennungssequenz der Integrine, ist die in einigen
Glykoproteinen, wie zum Beispiel Fibronektin, enthaltene RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-
Asparaginsaure). RGD wirkt somit als Adhadsionsmolekiil, da die Integrine das intrazelluldre
Zytoskelett mit der extrazelluldren Matrix koppeln. In den letzten Jahren konnten einige
Gruppen zeigen, dass Fibronektin oder auch die isolierte RGD Sequenz strukturiert
aufgebracht auf Biomaterialien als Wegweiser fiir migrierende Zellen wirken kann.%3

1.4.4 SURGEL Biomaterialien

Mit dieser kurzen EinfUhrung konnen die verschiedenen, an neuartige
Biomaterialien gestellten Anforderungen nachvollzogen werden. Fiir den Einsatz in der
regenerativen Medizin sollten Biomaterialien in Grundziigen die Funktionen der
extrazelluldren Matrix Gbernehmen. Dazu gehdrt vor allem die Bereitstellung von
relevanten Wachstumsfaktoren in Form von physikalischen und chemischen Reizen. Die
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Kapitel dieser Arbeit befassen sich dementsprechend mit verschiedenen Ansdtzen diese
biomimetischen Konzepte fiir das SURGEL zu optimieren. Fir die Einlagerung und
Speicherung der Wachstumsfaktoren ist eine pordse und funktionale Struktur vonnéten,
die durch das Verwenden von SURMOFs als Strukturtemplate erreicht wird (siehe Kapitel
4.3). Durch einen gezielten hierarchischen Aufbau des Materials kann die Abgabe dieser
eingelagerten Stoffe unter verschiedenen Bedingungen kontrolliert werden (siehe Kapitel
4.1). Durch die strukturierte Oberflachenfunktionalisierung mit der aus der extrazellularen
Matrix bekannten RGD-Sequenz kann die Zelladhasion und Zellmigration gesteuert werden
(siehe Kapitel 4.2). Die in dieser Arbeit vorgestellten Strukturierungsmoglichkeiten zeigen
zum einen die hohe chemische Variabilitdit der SURGELe und zum anderen das groRe
Potential dieser neuartigen Polymerklasse fiir den Einsatz als Biomaterialien.
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2 GRUNDLAGEN DER VERWENDETEN METHODEN
2.1 Rontgen Diffraktrometrie

Die Rontgenstrahlung wurde1895 von Wilhelm Conrad Rontgen entdeckt. Sie liegt
mit Wellenlangen zwischen 10 nm — 2 pm zwischen der fernen UV Strahlung und der y-
Strahlung im elektromagnetischen Spektrum. Rontgenstrahlen werden erzeugt, wenn
hochbeschleunigte Elektronen auf Materie treffen und durch diese abgebremst werden.
Dabei wird ein Teil der Energie der Elektronen als Rontgenstrahlung abgegeben. Die
maximal abgegebene Energie hangt von der Gesamtenergie der Elektronen und somit von

der angelegten Beschleunigungsspannung ab.%*
hc

AE oy = €V = WV = (2.1)

/1min

e — Ladung des Elektrons: 1.602 * 1071°C, V — angelegte Hochspannung in Volt, h -
Planck‘sche Konstante: 6,626 * 10™3%/s, ¢ — Lichtgeschwindigkeit: 2,998 * 108 ms~1

Zur Erzeugung von Rontgenstrahlen werden haufig Hochvakuumréhren mit Gliihkathoden
verwendet. Als Elektronenquelle dient eine Wolfrahmdrahtwendel, die auf Temperaturen
von bis zu 2300 °C erhitzt wird. Die Elektronen werden beschleunigt und treffen auf die
Metalloberflache der Anode, dabei entstehen die kontinuierliche Bremsstrahlung und eine
vom Anodenmaterial abhangige charakteristische Rontgenstrahlung.

Rontgenstrahlung hat eine relativ schwache Wechselwirkung mit fester Materie und kann
so tief in die Materie eindringen. Dabei wird an jeder Netzebene ein Teil der Strahlung
reflektiert, die Uberlagerung dieser reflektierten Strahlung fiihrt je nach positiver oder
negativer Interferenz an ganz bestimmten, durch die Geometrie des Materials festgelegten
Richtungen, zu einer Verstarkung (siehe Abb. 13).

Abb. 13  Schematische Darstellung der Brechung von Rontgenstrahlen an aufeinanderliegenden
Netzebenen.
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Wenn zwei phasengleiche, parallele Rontgenstrahlen von O; und Oz ausgehend in einem
Winkel 6 auf die Oberfliche treffen (siehe Abb. 13), werden sie an den durch Kreise
dargestellten Gitterpunkten A und B reflektiert. Da die Strecke AC parallel zu 0,0, und
AD parallel zu P, P, liegt, lsst sich durch einfache geometrische Uberlegungen errechnen,
dass der Rontgenstrahl mit dem Weg 0,BP, um die Differenz A = CBD langer ist, als die
Strecke 0, AP; . Die beiden Strecken CB und BD sind gleich lang, daher kann die Differenz A
mit trigonometrischen Funktionen beschrieben werden als:

A= 2 CB = 2dsin 6 (2.2)

William Lawrence Bragg formulierte ausgehend davon die BRAGGSCHE REFLEXIONSBEDINGUNG,
die besagt, dass die reflektierten Wellen nur dann in Phase schwingen kénnen, wenn die
Wegdifferenz A ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange der Rontgenstrahlen betragt.

nA = 2d sinf (2.3)

2.1.1 Pulverdiffraktometrie

Bei der Pulverdiffraktometrie macht man sich das oben erlduterte Prinzip zur Nutze,
um Informationen zur Kristallstruktur einer Probe zu erhalten.® Fir die Aufnahme von
Pulverdiffraktogrammen wird die von der Rontgenrdohre ausgehende Strahlung durch einen
Filter und ein Blendensystem geleitet, so dass ein monochromatisches, paralleles
Strahlenbiindel auf die kristalline Pulverprobe trifft. Dabei wird die Rontgenstrahlung an
allen Netzebenen gebeugt. Fir eine sinnvolle Analyse der Rontgenbeugung wird meist
nicht mit einer n-ten Ordnung der Wellenldange gearbeitet, anstatt dessen wird der Faktor
nin den Index der Netzebenen (nh nk nl) miteinbezogen.

A= 2dy;sin @ (2.4)

Wird der Rontgenstrahl nach diesen Bedingungen an einer Pulverprobe gebeugt, entstehen

Beugungskegel mit einem halben Offnungswinkel von 2 8.

Abb. 14 Beugung von monochromatischen Réntgenstrahlen an der kristallinen Pulverprobe P fiihrt
zu Beugungskegeln mit einem halben Offnungswinkel von 2 8.
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Aus den Beugungswinkeln lassen sich anschlieRend Informationen (iber den
Abstand der Netzebenen berechnen und daraus kann man auf die GroRe und Geometrie
der Elementarzelle der Materialien schlieBen. Fir die Detektion der entstehenden
Interferenzkegel, stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. Meistens wird nur ein
kleiner Abschnitt des Kegels detektiert. So auch in dem von uns verwendeten Bruker D8
Advance Diffraktometer in 6-20 Geometrie (siehe Abb. 15), wobei ein
Goniometerverfahren angewandt wird. Dabei befindet sich die Probe in der Mitte eines
Messkreises, die Rontgenquelle und der Detektor befindet sich entlang eines gedachten
Fokussierungskreises. Dabei bewegt sich der Detektor mit doppelter Geschwindigkeit als
die Rontgenquelle entlang des Kreises, um die mit einem Winkel von 2 8 gebeugten
Strahlen zu detektieren.

Rontgenquelle Detektor

________________

Messkreis

Abb. 15 Die Probe (P) befindet sich in der Mitte des Messkreises. Die Réntgenquelle und der
Detektor bewegen sich auf dessen Aullenkante, dabei bewegt sich der Detektor mit
doppelter Geschwindigkeit wie die Rontgentquelle.

Die Detektion der Rontgenstrahlung erfolgt Giber einen PSD Lynxeye ® Detektor,
einen energiedispersen Halbleiterdetektor, wobei aus der detektierten Strahlung
elektrische Impulse resultieren, die rechnerisch in das Diffraktogramm umgewandelt
werden.

2.1.2 Out-of-plane und in-plane Rontgendiffraktometrie

Die oben beschriebenen Interferenzkegel entstehen nur bei einer sehr feinen
pulverformigen Verteilung der kristallinen Probe, bei der geniigend kleine Teilchen
vorhanden sind um eine gleichmaRige Verteilung der Netzebenen im Raum zu
gewahrleisten. Sind zu wenige Teilchen vorhanden, werden die Kegel zu einzelnen Punkten
aufgelost. Noch weniger Informationen erhadlt man bei den von uns verwendeten
orientierten kristallinen SURMOF-Filmen. Da die Gitterebenen dieser Filme parallel zur
Oberflache ausgerichtet sind, ist keine statistische Verteilung der Netzebenen im Raum
mehr vorhanden. Um trotz dieser Eigenschaften sinnvolle Informationen durch die
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Rontgenbeugung zu bekommen, werden out-of-plane und in-plane Messungen
durchgefliihrt. Dabei erhdlt man Informationen Uber die Orientierung der Netzebenen
parallel (out-of-plane) oder senkrecht (in-plane) zur Oberflache (siehe Abb. 16).

a) Out-of-plane In-plane
einfallender Strahl | gebeugter Strahl |
------------ M--—-------/
A . einfallender : gebeugter
Strahl . Strahl
b)
(002)

(220) (004) (440)

(222) (600)
: (026)

in-plane

Intensitat (a.u.)
____>_________
H

out-of-plane !

20 (°)

Abb.16  (a) Geometrische Darstellung der Out-of-plane und In-plane Réntgendiffraktometrie. (b)
Beispiel der unterschiedlichen Diffraktogramme von HKUST-1 Pulver (schwarz) und HKUST-
1 SURMOF in out-of-plane (rot) und in-plane (blau) Aufbau.

In Abb. 16 (b) sind am Beispiel von HKUST-1 die unterschiedlichen Diffraktogramme
eines Pulver MOFs (schwarz) und des SURMOFs in out-of-plane (rot) und in-plane (blau)
Geometrie gezeigt. Es ist zu erkennen, dass das out-of-plane Diffraktogramm nur die Peaks
der 002 und 004 Ebenen zeigen, da der SURMOF in 001 Richtung orientiert ist und nur die
parallel zur Oberflache stehenden Ebenen sichtbar sind. In dem Diffraktogramm der in-
plane Messung hingegen sind alle Peaks zu sehen, da die in 001 orientierten Domanen in
lateraler Ausrichtung entlang der Oberflache unterschiedlich ausgerichtet sind.
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2.2 Infrarot Spektroskopie

In der Infrarot Spektroskopie nutzt man den Umstand, dass Molekilschwingungen
und —rotationen von elektromagnetischen Wellen im infraroten Bereich angeregt werden
kénnen.%®%® Der infrarote Bereich schlieRt im elektromagnetischen Spektrum mit
Wellenldangen von etwa 780 nm — 1 mm an den sichtbaren Bereich an. Fiir die IR-
Spektroskopie wird meistens in einem Wellenlangenbereich von 2.5 — 15 um gearbeitet, da
die meisten relevanten organischen Gruppen in diesem Bereich angeregt werden kénnen.
Ublicherweise wird dabei die Wellenzahl v [cm™] angegeben. Sie entspricht der reziproken
Wellenlange und ist somit direkt proportional zur Energie der elektromagnetischen
Strahlung. Ein IR-Spektrum umfasst meistens den Bereich von - 4000 bis - 400 cm™, in dem
die Schwingungsfrequenzen der gangigsten organischen Gruppen abgedeckt werden.

Fiir die qualitative Auswertung eines IR-Spektrums kann man sich ein zweiatomiges

Molekil analog zu dem mechanischen Schwingungsmodell als einen harmonischen
Oszillator vorstellen. Dabei sind zwei Massen mi1 und mz durch eine Feder mit der
Kraftkonstante k verbunden.

Energie E [r]
—1
"--.___‘_

Atomabstand ;

Abb. 17 Mechanisches Modell eines schwingenden, zweiatomigen Molekdils (links), Potentialkurve
eines harmonischen Oszillators (rechts).

Die Kraftkonstante k ist ein Malf$ fiir die Bindungsstarke zwischen den Molekiilen.
Gerat das Molekil in Schwingung, vergrofRert sich zuerst der Abstand der beiden
Massenpunkte von dem urspriinglichen Wert ro um den Betrag Ar = x1 + x2. Die
Kraftkonstante k ist dieser Auslenkung entgegengerichtet und fiihrt nach Ausbildung des
Gleichgewichtszustandes wieder zum Zusammenziehen der gespannten Feder. Die
potentielle Energie und die Frequenz der Schwingung werden mit dem Modell des
harmonischen Oszillators beschrieben.*®
1 |k m;-m,

=— (2.5)

E(r)zzk'xzzznzﬂvtz)sc'xzi Vosc = 5 0 ”_m1+m2
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Die Schwingungsfrequenz des Oszillators hangt also von der reduzierten Masse (.,
und der Kraftkonstante k ab. Das heiBt, je starker die Bindung zwischen den Atomen und
je kleiner die Massen mi und my umso hoher ist die Frequenz v. Mit diesen
Zusammenhangen lassen sich die Spektren qualitativ auswerten. Fir die Ausbildung von
Mehrfachbindungen zwischen zwei Kohlenstoffatomen lasst sich dadurch beispielsweise
folgende Aussage treffen: Die Bindungsstarke nimmt von der Einfachbindung zur
Dreifachbindung hin zu und damit auch die Schwingungsfrequenz - ¥(C = €)= 2200 cm?,
7(C = C)=1640 cmtund ¥(C — €)= 1000 cm™.

Der harmonische Oszillator beschreibt das tatsachliche Verhalten von Molekilen,
vor allem bei grofReren Auslenkungen nur sehr ungenau. Eine genauere Beschreibung
liefert der anharmonische Oszillator. Analog zum harmonischen Oszillator kdonnen die
Schwingungen nur diskrete Energiezustande erreichen, diese sind jedoch nicht mehr
dquidistant, sondern sie nehmen mit hoheren Schwingungszustdanden n ab.

Wenn ein Molekil mit der IR-Strahlung wechselwirkt, absorbiert es die Energie hv
und geht vom Grundzustand in einen angeregten Zustand (iber. Ob diese Wechselwirkung
stattfinden kann, hangt von dem Dipolmoment des Molekiils ab. Da eine Absorption nur
dann stattfinden kann, wenn der elektrische Vektor des Lichtes mit dem Dipol, also mit
einer beweglichen, elektrischen Ladung wechselwirkt. Dadurch lasst sich die Auswahlregel
der IR-Spektroskopie formulieren, die besagt, dass nur Molekiile mit einem sich wahrend
der Schwingung veranderndem Dipolmoment IR-aktiv sind.

Der prinzipielle Aufbau eines modernen FTIR-Spektrometers besteht aus der
Strahlenquelle, einem Interferometer, einer Messzelle und dem Detektor. Im
Interferometer wird die einfallende Strahlung in einem Strahlenteiler aufgetrennt, wobei
einer der beiden Teilstrahlen auf einen um die Strecke z beweglichen Spiegel geleitet wird,
wahrend der andere eine stets gleich lange Wegstrecke zuriicklegt (siehe Abb. 18). Nach
dem Durchlaufen des Interferometers werden die beiden nun phasenverschobenen
Teilstrahlen wieder zusammengefihrt. Wird eine monochromatische Strahlung mit der
Wellenldnge A1 verwendet, wird es bei einer Phasenverschiebung um A1/2, also bei einer
Auslenkung des Spiegels um z = A\1/4, zu einer Ausloschung durch destruktive Interferenz
kommen. Betrdgt die Phasenverschiebung ein ganzzahliges Vielfaches von A4, also bei z =
A1/2 wird es zu einer maximalen Intensitat durch konstruktive Interferenz kommen. Die von
z abhangige Intensitat, die vom Detektor erfasst wird, wird als Interferogramm bezeichnet.
Da die Strahlenquelle kein monochromatisches Licht, sondern ein kontinuierliches
Spektrum emittiert erhalt man im Interferogramm die Uberlagerung der Interferogramme
jeder einzelnen Wellenzahl. Durch anschlieBende Fourier Transformation wird das
zeitabhiangige Interferogramm in das frequenzabhingige Spektrum umgerechnet.®®
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Abb. 18 Schematische Darstellung des Strahlengangs im Interferometer. Die von der Quelle
ausgehende Strahlung wir an einem halbdurchldssigen Spiegel in zwei Teilstrahlen
aufgetrennt. Ein Teilstrahl fallt auf einen festen Spiegel, der andere auf einen um die Strecke

z beweglichen Spiegel. Nach der Zusammenfihrung der Teilstrahlen, weisen diese einen von
z abhangigen Phasenunterschied auf.®®

In der Probenkammer (Messzelle) wird der aus dem Interferometer kommende
Infrarotstrahl auf die Probe fokussiert, dabei kann die Probe mit verschiedenen Sampling-
Techniken untersucht werden. Bei Transmissionsmessungen wird die Probe durchstrahlt
und der die Probe durchdringende Anteil des Infrarotlichtes untersucht. Dies ist allerdings
fir undurchsichtige oder stark absorbierende Proben nicht durchfiihrbar, da das Licht die
Probe nicht durchdringen kann. Fir SURMOFs oder magMOFs, die auf Silizium-Wafern bzw.
Fes0s-Partikeln aufgebracht sind, kann diese Methode nicht verwendet werden.

2.2.1 Abgeschwaichte-Totalreflexions-Infrarot-Spektroskopie (ATR)

Proben, die nicht fiir die Transmissionsmessungen geeignet sind, kdnnen jedoch
durch Reflexionsmessungen fiir die IR-Spektroskopie zuganglich gemacht werden. Bei der
von uns verwendeten Technik der abgeschwachten Totalreflexion (ATR) wird der IR-Strahl
durch den ATR Kristall, ein optisch hoch brechendes Medium, geleitet.® Dieses fungiert
als Lichtwellenleiter. An der Grenzflache zwischen ATR Kristall und der optisch diinneren
Probe, werden die Wellen total reflektiert (siehe Abb. 19).
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Abb. 19  Schematisch Darstellung der mehrfachen abgeschwachten Totalreflexion des IR-Strahls an
der Grenzfliche des optisch dichteren ATR Kristalls (n1) und der Probe (n).1%!

Bei jeder Totalreflexion dringen die Strahlen mit einer Reichweite von weniger als
einer Wellenldange in die Probe ein und kénnen dort mit den vorhandenen funktionellen
Gruppen wechselwirken. Den experimentellen Beweis fiir die Bildung dieser evaneszenten
Welle an der Grenzflache lieferten Goos und HANCHEN, die zwischen der direkt reflektierten
Welle an einer Metalloberflache (gestrichelte Linie Abb. 19) und der durch abgeschwachte
Totalreflexion erhaltenen Welle (durchgangige Linie) einen Gangunterschied d feststellen
konnten.®? Durch das mehrfache Eindringen des Lichtes in die Probe, wird die Intensitait
der erhaltenen Absorptionsbanden erhoht. Eine Voraussetzung fiir die Totalreflexion an
der Grenzflache ist, dass die Probe einen wesentlich kleineren Brechungsindex haben muss,
als der verwendete ATR Kristall. Das in dieser Arbeit verwendete Gerét ist das Bruker Optics
Tensor 27 Spektrometer mit einem Bruker Optics Platinum® ATR Zubehor (Diamant, 1 Refl.
45 °C) und einem deuterierten Triglycinsulfat (RTDTGS) Detektor. Das Spektrum wurde bei
Raumtemperatur mit einer Auflésung von 4 cm™ aufgenommen. Die beim ATR eingesetzte
Technik der Lichtbrechung an der Grenzflache ATR-Kristall/Probe wird als interne Reflexion
bezeichnet.

2.2.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Bei der IRRA Spektroskopie, wird die IR-Strahlung auf einer Metalloberflaiche mit
der sich darauf befindenden diinnen Probe reflektiert, dies wird im Gegensatz zum zuvor
beschriebenen ATR als externe Reflexion bezeichnet.’%? Die Sensitivitat dieser Technik ist
so hoch, dass sehr diinne Filme, bis hin zu einer Monolage von Molekiilen detektiert
werden kdnnen. Diese hohe Sensitivitat hat im Wesentlichen zwei Griinde, zum einen wird
das Licht im streifenden Einfall auf die Probe gelenkt um eine moglichst grole
Wechselwirkungsflache zu erhalten. Zum Anderen fiihrt die Wechselwirkungen der an der
Metalloberflache reflektierten Strahlung mit den Elektronen des Metalls, zu speziellen
Oberflachenauswahlregeln, die fir die IRRA-Spektroskopie beachtet werden miissen. Die
elektromagnetische Welle hat einen elektrischen Feldvektor E und einen magnetischen
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Feldvektor B, die beide senkrecht zu der Ausbreitungsrichtung der Welle oszillieren. Bei
polarisiertem Licht oszilliert der elektrische Vektor E nur in einer definierten Ebene (siehe
Abb. 20). Bei der Reflexionsmessung an der Oberflache ist diese Information sehr wichtig,
da die Intensitidt der Wechselwirkung von E mit dem Ubergangsdipolmoment T des zu
messenden Molekiils von dem Winkel zwischen E und T abhangt. Ist die Ebene von E also
fest, kann man auf die Ausrichtung von T und somit auf die Struktur und Anordnung des
Molekuls auf der Oberflache schliel3en.
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Abb. 20 Schematische Darstellung von Reflektion und Transmission eines polarisierten IR-Strahls an
einer Grenzfliche zwischen zwei Substraten mit hohem (ni) und niedrigem (n2)
Brechungsindex (links). Polarisierung der Metalloberflache durch p — bzw. s — polarisiertes
Licht (rechts).103

Ist der elektrische Feldvektor parallel zu der Einfallsebene der Strahlung (siehe Abb.
20), spricht man von p-polarisiertem Licht (Ep), steht er senkrecht zur Einfallsebene, von s-
polarisiertem Licht (Es). Das E-Feld des s-polarisierten Lichtes induziert eine Bewegung der
Elektronen im Metall, die ein dem Es entgegengerichtetes E-Feld in der Metalloberflache
hervorruft. Diese beiden E-Felder heben sich gegenseitig auf, so dass s-polarisiertes Licht
keinen Beitrag zur Messung liefert. Das zur Oberflache senkrecht stehende E-Feld der p-
polarisierten Strahlung hingegen, induziert ein gleichgerichtetes E-Feld in der Oberflache,
so dass es zu einem verstarkenden Effekt kommt. Fir die von uns verwendeten, mit Gold
beschichteten Silizium Substrate, ergibt sich aus den berechneten Reflektivitatswerten eine
bestmdgliche Sensitivitat fir p-polarisiertes Licht mit einem Einstrahlwinkel von 6 = 87 °.103

In dieser Arbeit wurden die IRRAS-Messungen mit einem Bruker VERTEX 80 FTIR
Spektrometer durchgefiihrt. Die Messungen wurden bei einem Einfallwinkel von 80 ° und
einer Aufldsung von 2 cm™ in trockener Luftatmosphéare durchgefiihrt. Als Referenzproben
wurden, mit perdeuterierten Hexadekanthiol SAMs funktionalisierte Gold-Silizium-Wafer
verwendet.
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2.3 Oberflachenplasmonenresonanz - Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) — Spektroskopie wird vor allem im
biologischen Bereich zur Detektion der Absorption von groBeren Biomolekilen an
Metalloberflichen eingesetzt. Im Folgenden werden die Grundlagen dieser Technik
zusammengefasst:

Die Valenzelektronen von Metallen werden wegen der Abschirmung innerer
Schalen wenig von der Kernladung beeinflusst und konnen daher als frei bewegliches
Elektronengas aufgefasst werden. Die Quasiteilchen der Oszillationen der
Elektronendichte dieses Elektronengases lateral zur Metalloberfliche werden als
Oberflachenplasmonen (SP aus dem Englischen, surface plasmon) bezeichnet. Diese
werden von evaneszenten, eletromagnetischen Feldern begleitet, deren Intensitat
exponentiell mit dem Abstand zur Oberfliche abnimmt. Im Gegensatz zu den
Oberflachenplasmonen werden die longitudinalen Wellen im inneren des Metalls als
Volumenplasmonen (VP) bezeichnet. Die Oberflaichenplasmonen kénnen nicht einfach
optisch angeregt werden, da die Resonanzbedingungen, das heiRt Energie- und
Impulserhaltung nicht erfillt sind.

Um nun doch eine Anregung zu ermoglichen, miissen Energie, Impuls und
Polarisation der anregenden Lichtwelle mit denen der Plasmonen angeglichen werden.
Dies wird durch einen optischen Koppler (Prisma) realisiert, dabei wird das anregende Licht
in ein Medium mit hoherer optischer Dichte eingekoppelt. Dabei kommt es an der
Grenzflache Prisma/Probe zu einer Totalreflexion bei der die Vektoren des Impulses und
der Energie anhand des Einfallwinkels auf die der Oberflaichenplasmonen angeglichen
werden konnen und es in Folge dessen zu einer Anregung kommt.

Diese Anregung wird als Oberflachenplasmonenresonanz bezeichnet. Wird die
Intensitat des totalreflektierten Lichtes als Funktion des Einfallwinkels aufgezeichnet, ist
die Plasmonenanregung als scharfes Minimum bei einem bestimmten Resonanzwinkel a
zu erkennen (siehe Abb. 21)
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Abb. 21  Schematische Zeichnung des Intensitdtsminimums des eingestrahlten Lichtes bei einem
bestimmten Resonanzwinkel a (links). Das resultierende Diagramm ist die Darstellung des
Oberflachenplasmonensignals in Resonanzeinheiten (RU) gegen die Zeit (t) (rechts).

Die Resonanzbedingung wahrend der Messung ist also abhdngig von folgenden
Parametern: (a) Einfallswinkel (b) Brechungsindizes (c) Wellenldange des einfallenden
Lichtes. Da die Wellenldnge wahrend des Experiments konstant gehalten wird, lassen sich
Anderungen des Brechungsindex an der Oberfliche des Metallfilms durch Anderung des
Resonanzwinkels detektieren. Die Anbindung von Biomolekiilen auf einer Goldoberflache
verursachen Anderungen des Brechungsindexes und kdnnen daher mithilfe der SPR
Spektroskopie nachverfolgt werden. Dabei entspricht eine Anderung des Resonanzwinkels
aum0.1°-1000 RU (resonance units) und korrespondiert mit einer Oberflaichenadsorption
von 1 ng/mm?.

Fir die in dieser Arbeit gezeigten Messungen wurde das kommerzielle SPR-
Spektrometer Biacore 3000 verwendet.
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2.4 UV-VIS Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie

Bestrahlt man Proben mit elektromagnetischer Strahlung im UV (200 — 400 nm)
oder im sichtbaren Bereich (400 — 750 nm), kdnnen diese von den Molekiilen der Probe
absorbiert werden. Dabei werden die Elektronen der duf3eren Orbitale vom Grundzustand
in einen angeregten Zustand angehoben.® Da diese Uberginge nur zwischen diskreten
Energieniveaus geschehen kénnen, ist jedem Ubergang eine spezifische Energie, bzw.
dazugehorige Wellenldnge zugeordnet. Dieser Vorgang kann als Intensitdtsabnahme des
durchgestrahlten Lichtes in Absorptionsmessungen beobachtet werden. Da die angeregten
Zustande nicht die energieglinstigsten Zustande sind, wird das Elektron nach einer
Verweildauer von 0.1 — 100 ns wieder in den Grundzustand zurickfallen. Die gewonnene
Energie kann als Strahlung emittiert werden (Fluoreszenz) oder als strahlungslose
Desaktivierung (internal convertion) in Form von Schwingung erfolgen. Die moglichen
Elektronenlbergdnge beim Absorptions- und Emissionsprozess werden im Jablonski-
Schema beschrieben.10®
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Abb. 22 Vereinfachtes Jabsonski-Diagramm, veranschaulicht die verschiedenen
Elektronentiberginge und Konfigurationen. (A) Absorption (F) Fluoreszenz (Ph)
Phosphoreszenz (IC) internal converting (Strahlungslos), (ISC) intersystem crossing
(Strahlungslos) (Sn) Singulettzustand in den verschiedenen Schwingungsniveaus. (Tn)
Triplettzustand

Durch Spinumkehrprozesse kdnnen die Elektronen vom angeregten Singulett-
Zustand Si in einen Triplett Zustand Ti Uberfihrt werden. Diese kdnnen entgegen eines
Spinverbotes durch Emission (Phosphoreszenz) in den Singulett-Grundzustand
zurickkehren. Aufgrund dieses Spinverbotes tritt die Phosphoreszenz mit einer
Verzogerung von etwa 0.1 us bis 100 s nach dem Abklingen der Anregungsstrahlung auf
und wird daher auch als verzogerte Emission bezeichnet.
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2.4.1 Absorptionsspektroskopie

Bestrahlt man die Probe in Transmission, kann in der resultierenden Intensitat | des
eingestrahlten Lichtes lo eine Anderung gemessen werden (I = Iy — I5s). labs beschreibt
hierbei das von der Probe absorbierte Licht. Daraus ermittelten Lambert und Beer eine
gesetzmalige Abhangigkeit der fiir einen Stoff charakteristischen Absorbanz A.

n
Ages = logIT0 = dz &Ci (2.7)
i=1

Aus der Absorbanz A einer Probe fiir verschiedene Wellenldngen erhdlt man eine
Absorptionskurve €(A) aus der man die Banden der einzelnen Elektronenlbergange
ablesen kann.

Die Einteilung der Banden erfolgt Uber die an dem Elektroneniibergang beteiligten
Orbitale. So kénnen Elektronen aus besetzten, bindenden o- oder m — Orbitalen in leere,
antibindende o*- und mn*-Orbitale angehoben werden, diese Uberginge werden
dementsprechend mit 0 — ¢* und ™ — m*bezeichnet.

2.4.2 Fluoreszenzspektroskopie

Bei der UV-VIS Emissionsspektroskopie, auch Fluoreszenzspektroskopie genannt,
wird die von der Probe emittierte Strahlung gemessen, die beim Zurickfallen des
angeregten Elektrons in den Grundzustand frei wird (siehe Abb. 22). Dies kann wie oben
beschrieben, in strahlungslosen Ubergédngen erfolgen, wobei die elektronische Energie in
Schwingungsenergie umgewandelt wird, oder unter Emission von einer, fiir den Ubergang
charakteristischen Strahlung hv. Dieses Phanomen wird als Fluoreszenz bezeichnet und
tritt typischerweise etwa 0.1 — 100 ns nach Beginn der Anregung auf. Das Absorptions- und
das Emissionsspektrum einer Probe missen nicht immer gleich sein, da nicht alle
lichtabsorbierenden Gruppen eines Molekiils (Chromophore) gleichzeitig fluoreszierende
Eigenschaften besitzen. Aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen zeigen aufgrund des
konjungierten m-Systems meist eine starke Fluoreszenz, deren Intensitat mit der Anzahl der
konjungierten n-Elektronen zunimmt.

Bei der Fluorimetrie wird die Fluoreszenz senkrenkt zur Anregungsrichtung
gemessen, vor den Detektor wird ein Emissionsmonochromator geschaltet um die
Detektion von Streustrahlung zu vermeiden. Aufgetragen wird die Emission abhdngig von
der jeweiligen Anregungswellenlange.
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Abb. 23  Schematische Darstellung des Anregungs- und Fluoreszenzspektrums eines organischen
Farbstoffmolekils. Der hier dargestellte Farbstoff wird bei einer Wellenldnge Aex von 486
nm angeregt und emittiert bei Aem = 608 nm.

Es wird bei der Fluorometrie zwischen Anregungs- und Fluoreszenzspektren
unterschieden. Beim Anregungsspektrum wird die Intensitat der Emission bei einer festen
Emissionswellenlange Aem bei unterschiedlichen Anregungswellenlangen gemessen. Bei
Emissionsspektren hingegen wird das Spektrum des emittierten Lichtes bei einer festen
Anregungswellenlange aufgenommen. Durch die verschiedenen Arten von Spektren lassen
sich Informationen Ulber die Nahumgebung des Fluorophors gewinnen, da diese einen
direkten Einfluss auf die Fluoreszenz ausubt.
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2.5 Optische Mikroskopie

Die optische Mikroskopie erlaubt es, kleine Objekte durch Lichtbrechung an einem
Linsensystem optisch vergroRert darzustellen. Der Aufbau eines aufrechten
Durchlichtmikroskops, wie es fir diese Arbeiten verwendet wurde, besteht aus einer
Lichtquelle, die am Full des Mikroskops angebracht wird. Der Kondensor fokussiert das
Licht auf die auf dem Probentisch liegende Probe. Uber der Probe befindet sich das Objektiv
und der Beobachtungstubus mit den Okularen.1%®

Okular

Objektiv

Zwischen

______________

ABwo

Abb. 24  Schematische Darstellung des Strahlengangs und der Bildentstehung im Lichtmikroskop.
AoBo stellt den zu vergroRernden Gegenstand dar, durch Brechung am Objektiv wird ein
vergroRertes Bild A1B1 des Gegenstandes in der Brennebene des Okulars erzeugt.

Das Objektiv ist die wichtigste Einheit des Mikroskops, es liefert ein vergrofRertes
Zwischenbild (A1B1) des zu untersuchenden Gegenstandes (AoBo), der in Abb. 24 zu sehen
ist. Das Zwischenbild A1B: befindet sich in der vorderen Brennebene des Okulars, dadurch
wird ein fir das Auge sichtbares, virtuelles Bild A’B‘ im Unendlichen erzeugt. Die
Fokussierung erfolgt tGber die Veranderung des Abstandes zwischen der Probe A¢Bo und
dem Objektiv. Die VergroRRerung des Bildes kann mit der Wahl der Linsen optimiert werden,
es gibt jedoch eine Auflosungsgrenze unter der man zwei Punkte nicht mehr voneinander
getrennt auflosen kann. Diese Grenze wird von den Beugungseigenschaften des Lichtes
limitiert und lasst sich nicht durch die Wahl der Apertur umgehen. Um einen Lichtstrahl zu
biindeln und auf die Probe zu fokussieren, wird er durch Offnungen und Linsen gelenkt. An
den Randern dieser Elemente wird das Licht gebeugt, so dass es nicht einen scharfen
Lichtpunkt abbildet, sondern einen Lichtfleck mit einer ringférmigen Helligkeitsverteilung
(Airy-Scheibchen). Zwei Punkte kénnen nur dann scharf aufgelést werden, wenn sich diese
Scheibchen nicht iberlappen. Mathematisch ldsst sich diese laterale Auflésung Ax, die von
der Apertur abhingig ist, mit dem Offnungswinkel des Objektivs o, dem Brechungsindex
des Immersionsmediums n und der Wellenlange A des verwendeten Lichtes beschreiben
(siehe Gleichung 2.8).
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_0,61-1
- 7ysina

Ax (2.8)

Der vom Aufbau des Mikroskops bestimmte Wert im Nenner kann grob mit etwa
1,25 abgeschatzt werden. Damit erhdlt man eine laterale Auflésung von Ax = 0.5 A. Zwei
Punkte, die noch scharf voneinander getrennt abgebildet werden, miissen also bei der
Verwendung von sichtbarem Licht etwa 200 - 300 nm voneinander entfernt liegen.

2.5.1 Fluoreszenzmikroskopie

Das in Kapitel 2.4 beschriebene Prinzip der Fluoreszenz, kann man sich auch in der
Mikroskopie zu Nutze machen. Fluoreszenzmikroskope arbeiten mit einem
Auflichtverfahren, bei dem ein halbdurchlassiger Spiegel zwischen Objektiv und
Beobachtungstubus angebracht ist, der das von der Seite eingestrahlte Licht durch das
Objektiv auf die Probe fokussiert (siehe Abb. 11) Die Fluoreszenzmikroskopie wird haufig
fir biologische Proben verwendet, da viele biologische Substanzen natirliche
fluoreszierende Gruppen (Fluorophore) wie z.B. Chlorophyll besitzen, oder leicht mit
fluoreszierenden Farbstoffen eingefarbt werden kdnnen.

/‘é;\ Auge

: Sperrfilter

Anregungsfilter
halbdurchlassiger 4
Spiegel /ﬂ

CD Objektiv

\
A

Probe

Abb. 25 Schematische Darstellung eines Fluoreszenz-Durchlichtmikroskops.

Waiahrend des Bestrahlens der Probe mit Licht im ultravioletten Bereich, wird im
Detektor das von der Probe emittierte Licht detektiert. Dabei missen das Anregungslicht
und das Fluoreszenzlicht raumlich voneinander getrennt werden. Dies geschieht durch
Anregungs- bzw. Sperrfilter. Der vom Sperrfilter durchlassige Bereich ist gegeniliber dem
Anregungsfilter zu hoheren Wellenzahlen hin verschoben. Die Fluoreszenzmikroskopie
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wird in dieser Arbeit vor allem fiir die Untersuchung der verschiedenen, auf dem SURGEL
aufgebrachten Zellsysteme verwendet. Die Zellen werden nach einer Inkubationszeit mit
einem fluoreszenten Farbstoff eingefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. So lassen sich Anzahl und Aufbau der Zellen gut bestimmen. Bei dem fiir diese
Arbeit verwendeten Gerat, handelt es sich um ein Axio Observer Z1 Fluoreszenz Mikroskop
mit einem Plan APOCHROMAT 63x/1.4/01 Objektiv und dem Filterset mit 28 HE eGFP shift
free EX BP 470/40, BS FT 495, EM BP 525/50 (Carl Zeiss, Inc., Jena, Deutschland).
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2.6 Elektronenmikroskopie

Wie im Kapitel 2.5 diskutiert, wird die laterale Auflésung bei der Mikroskopie von
der Wellenlange der verwendeten Strahlung bestimmt. Mit der DE BROGLIE-Beziehung
konnen die Wellenldngen von Elektronen bei verschiedenen Geschwindigkeiten
zugeordnet werden.

h
1= (2.9)
m-*v

Die Geschwindigkeit der Elektronen ist von der Beschleunigungsspannung U
abhdngig, bei in der Elektronenspektroskopie gangigen Spannungen zwischen 100 und
1000 kV, lassen sich so Wellenlangen berechnen, die sich im Bereich von etwa 1 — 4 pm
bewegen.1%’

Der Elektronenstrahl wird durch das Anlegen elektromagnetischer Felder im
Instrument gelenkt. So kdnnen geeignete elektrische Felder analog zu optischen Linsen
oder Blenden wirken und die Strahlung auf die Probe fokussieren.®® Da Elektronen eine
grofle Wechselwirkung mit jeglicher Materie aufweisen, missen die Messungen im
Vakuum, bei etwa 107 bar, durchgefiihrt werden. Dies fiihrt zu Einschriankungen bei der
Wahl der zu untersuchenden Proben. Fiir biologische Systeme wie etwa lebende Zellen
kann die herkdmmliche Elektronenmikroskopie zum Beispiel nicht verwendet werden.

Je nach Probenbeschaffenheit, kann die Elektronenmikroskopie in Reflexion oder in
Transmission gemessen werden, die unterschiedlichen Techniken werden im Folgenden
beschrieben.

2.6.1 Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (SEM von scanning electron microscopy) wird
die von der Probenoberflache reflektierte Elektronenstrahlung untersucht. Daher ist diese
Methode fiir dickere Proben geeignet, bei denen eine Transmission der Elektronen nicht
moglich ist.
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Elektronenquelle

\./ | Kondensor

fj Ablenkungsspulen

Objektiv

Riickstreuelektronen-
detektor

A

Rontgendetektor

]
- Sekundarelektronendetektor

Abb. 26 Schematischer Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops, der hier dargestellte Aufbau
befindet sich im Vakuum bei etwa 10 bar.1%”

Bei der Messung wird die Probe mit einem fokussierten Elektronenstrahl
abgerastert. Dabei kommt es zu einer Vielzahl von Streuprozessen an der Oberflache und
es werden Elektronen mit einer sehr breiten Energieverteilung emittiert. Die
Rickstreuelektronen besitzen in etwa die gleiche Energie, wie die eingestrahlten
Elektronen (1 - 100 keV). Durch Herausschlagen von Elektronen aus der Probenoberflache
werden sogenannte Sekundarelektronen emittiert, die eine sehr geringe kinetische Energie
von einigen eV aufweisen. Durch das Abbremsen der Elektronen auf der
Festkorperoberfliche wird zudem als Folge der elektronischen Uberginge im Festkdrper
elektromagnetische Strahlung emittiert, deren Bereich zwischen sichtbarem Licht und
Rontgenstrahlung liegt. Fir die quantitative Analyse wird meist nur die emittierte
Rontgenstrahlung detektiert. Somit werden verschiedene Detektoren bendtigt, die den
jeweiligen Energien der zu detektierenden Strahlung entsprechen. Durch das , Abtasten”
der Probe mit dem Elektronenstrahl und der ortsaufgeldsten Auswertung der detektierten
Stromstarken, kann die Oberflachenstruktur durch die Stromstarkenverteilung Gber die
abgetastete Flache visualisiert werden.

Fiir die Untersuchung von biologischen und nicht im Hochvakuum stabilen, oder
porosen, nicht ausgeheizter Proben wie den SURGELs, kann in einem Spezialverfahren,
dem Environmental Scanning Elektron Microscope (ESEM), in einem Modus mit nur leicht
verringertem Druck bei etwa 1 — 10 mbar gemessen werden. Dabei ist die Atmosphare mit
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Wasserdampf gesattigt und wird dazu genutzt das Signal der aus der Probe
herausgeschlagenen Sekundarelektronen zu verstarken. Dies geschieht durch eine
Beschleunigung der Sekundarelektronen auf den Detektor, durch StéBe mit den
Gasmolekiilen werden aus diesen wiederrum Elektronen herausgeschlagen, die zu einer
Verstarkungskaskade fiihren. Die positiv geladenen Gasteilchen verhindern weiterhin eine
negative Aufladung der Probe, die im normalen SEM Betrieb zu einer Ablenkung des
Elektronenstrahls fihren kann. So kdnnen im ESEM auch nicht leitende Proben ohne
Bedampfung von Metallen auf die Oberfliche gemessen werden.1%?

In dieser Arbeit wurden die SEM Bilder mit einem Philips XL 30 (FEI Co., Eindhoven,
NL) aufgenommen. Als Elektronenquelle wurde eine Feldemissionskathode verwendet, die
eine Elektronenstrahlung zwischen 15 und 30 keV zur Verfiigung stellt. Die Messungen

wurden bei einem Druck von 0.7 — 1.0 Torr aufgenommen.

2.6.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Bei ausreichend diinnen Proben mit bis zu etwa 100 nm Dicke kann in Transmission
gemessen werden, das heiRt es werden die Elektronen detektiert, die die Probe passieren.
Wahrend bei SEM Messungen die inelastisch gestreuten Elektronen detektiert werden,
werden bei der Transmission nur Elektronen betrachtet die elastisch, also ohne
Energieverlust an der Probe gestreut werden oder diese ohne Wechselwirkungen
passieren. Auch der Probenhalter muss fir den Elektronenstrahl durchlassig sein, daher
wird die Probe als diinner Film auf runde Gitter mit etwa 3 mm Durchmesser adhariert. Der
Detektor befindet sich hinter der Probe und detektiert die Intensitatsanderung der
Strahlung nach dem Durchtreten der Probe. Zwischen Probe und Detektor befinden sich
Blenden, die je nach Messmethode die elastisch gestreuten Elektronen oder die nicht an
der Probe gestreuten Elektronen durchlassen.

Durch Detektion der Intensitat der elastisch gebeugten Elektronenstrahlung, erhalt
man ein Dickenprofil, wobei die Intensitdt umso hoher ist, je diinner und die Probe und je
kleiner die Ordnungszahl der Atome der Probe ist. Fiur kristalline Proben erhdlt man
zusatzlich eine Information iber den atomaren Aufbau der Probe, da sich beim Beugen der
Elektronen an einem regelmdRigen Atomgitter Beugungskontraste ausbilden, die
Aufschluss (iber Atomabstand und Kristallinitat liefern. Die Aufldsung eines TEM liegt je
nach Apertur und angelegter Beschleunigungsspannung bei etwa 0.5 nm.

Die in dieser Arbeit verwendeten TEM Bilder wurden in Kooperation mit dem
Laboratorium fir Elektronenmikroskopie (LEM) des KIT gemessen.
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2.7 Quarzkristall Mikrowaage mit Dissipationsaufzeichnung (QCM-D)

Mit einer Quarzkristall Mikrowaage konnen kleinste Massendnderung auf der
Oberflache eines speziellen Sensors nachgewiesen werden. Dieser Sensor besteht aus zwei
Elektroden, die an einem Quarzkristallscheibchen befestigt sind. Wird an den Elektroden
eine Wechselspannung mit der richtigen Frequenz angelegt, schwingt der Quarzkristall mit
einer spezifischen Resonanzfrequenz. Diese Frequenz ist abhangig von der Masse des
Kristalls und verschiebt sich bei einer Massebeladung hin zu kleineren Frequenzen.

Durch die von Glinter Sauerbrey aufgestellte Gleichung, die eine lineare Beziehung
zwischen der Massenanderung (Am) und der Anderung der Resonanzfrequenz (Af) liefert,
konnen mit den erhaltenen Frequenzen die Beladungen auf dem Kristall berechnet
werden.'® Dabei ist A die Fliche des Schwingquarzes und Ad die Schichtdicke der
Beladung.

foAd  2foAm
dq A\/Pqliq

Neben der Frequenz kann in der QCM-D auch noch die Dissipation erfasst werden,

Af =

=C-Am (2.10)

eine GroRe, die die Ddmpfung des Sensors aufzeichnet.!'! Fir die Bestimmung der
Dissipation wird die Geschwindigkeit der Schwingungsabnahme nach dem Abschalten der
Spannung beobachtet. Systeme mit einer groReren Reibung verlieren pro Zyklus mehr
Schwingungsenergie und kommen somit schneller zum Stillstand.
AE
- 21E s

(2.11)

Durch Formel 2.11 kann die Dissipation berechnet werden, dabei ist AE die Energie,
die bei einer Schwingung verloren geht und Eges die im System enthaltene Gesamtenergie.
Die Dampfung ist abhangig von den viskoelastischen Eigenschaften der Adsorbatschicht, da
die Reibung von der Wechselwirkung des Adsorbats mit dem umgebenden Medium
abhangt. Dies spielt vor allem bei Messungen in Flissigkeiten eine groRe Rolle. Man kann
durch die QCM-D-Messungen also simultan qualitative Aussagen Uber die Masse, das
Schermodul und die Viskositat des absorbierten Filmes erhalten.
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Abb. 27

Schematische Darstellung der Wirkungsweise einer QCM-D Messung. (a) Gold
beschichteter QCM Sensor. (b) Das Anlegen eines elektrischen Feldes resultiert in einer
Scherbewegung des Kristalls. (c) Durch Anlegen eines oszillierenden Feldes kann eine
Resonanzschwingung im Sensor angeregt werden. (d) Messung der Dissipation durch
Auftragung des Abklingens der Resonanzschwingung des mit dem SAM funktionalisierten
Sensors nach dem Abschalten der Spannung. (e) Dissipationsmessung nach dem SURMOF-
Wachstum, durch eine grofRere Reibung verliert der Sensor mehr Schwingungsenergie pro
Schwingung. 112

In dieser Arbeit wurde das in-situ SURMOF-Wachstum mit der QCM-D nachverfolgt,

wobei mit Gold beschichtete Schwingquarzkristalle verwendet wurden, die vor dem

Wachstum mit einer selbstassemblierenden Monolage (SAM) von Mercaptoundekanol

(MUD) funktionalisiert wurden.
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2.8 ToF-SIMS

Die Flugzeitsekundarionenmassenspektrometrie oder (Time of Flight Secondary lon
Mass Spectrometrie) ToF-SIMS ist eine massenspektrometrische Messmethode. Die
prinzipielle Wirkungsweise der Massenspektrometrie besteht darin, Teile einer Probe zu
ionisieren, die ionischen Fragmente in die Gasphase zu bringen, nach ihrem Masse- zu
Ladungsverhéltnis (m/z) zu trennen und anschlieRend zu detektieren. Die ionischen
Fragmente entstehen durch chemische Zerfallsprozesse wahrend der lonisierung, und
fuhren so zu charakteristischen Bruchstiicken, anhand derer die chemische
Zusammensetzung der Probe bestimmt werden kann. Sowohl die lonisierung als auch die
Detektion der lonen finden im Hochvakuum statt, um ungewollte ZusammenstolRe der
lonen zu vermeiden.

ToF-SIMS ist besonders gut fiir die Charakterisierung von Oberflachen geeignet, da
es ein bildgebendes Verfahren ist (sieche Abb. 28). Die Metalloberfliche mit der sich darauf
befindenden Probe wird mit einem Priméarionenstrahl (z.B. Bi-Clustern oder Ceo)
beschossen. Dabei kommt es zu einer lonisierung der obersten Molekillagen und der
Emission von Sekundarionen, die in Richtung des Detektors beschleunigt werden um sie
dort, wie zuvor beschrieben, zu analysieren.

30
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Abb. 28 Beispiel eines bildgebenden ToF-SIMS Scan eines mit einem Brom-haltigen Molekiil
strukturierten Silika Wafers. Durch die ortsabhdngige Detektion der Brom-Isotope kann
anschlieRend das gezeigte Bild berechnet werden. (Modifiert (ibernommen aus 1%3)

Das in Abb. 28 dargestellte Beispiel zeigt das Bild eines Silika Wafers, der mit einem
bromhaltigen Molekiil funktionalisiert wurde. Anhand der ortsaufgelosten Detektion der
Brom Isotope kann das dargestellte Bild berechnet werden.!!3

Als Detektor wird ein Flugzeitmassenspektrometer benutzt, das heil3t alle aus der
Probe herausgeschlagenen Sekundarionen werden auf die gleiche Energie beschleunigt.
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AnschlieBend werden die jeweiligen Flugzeiten der lonen fir die gleiche zurlickgelegte
Strecke detektiert, leichtere Fragmente legen die Strecke in einer kiirzeren Zeit zurick.
Anhand der detektierten lonen, sowohl atomare als auch Molekiilfragmente, kann die
Zusammensetzung der Probe quantitativ nachgewiesen werden. Je nach gewahlter Energie
des Primarionenstrahls kann die lonisierungstiefe verandert werden. Meist werden nur die
obersten Atomlagen ionisiert, womit durch das Abtasten der Probe ein genaues Bild der
Oberflaichenchemie und Funktionalisierung erhalten werden kann.''* Durch Einsetzten
energiereicherer Priméarionen, die nur auf eine Stelle der Oberflache fokussiert werden,
konnen aber auch Tiefenprofile erhalten werden. Die Probenmessungen wurden von
Alexander Welle an einem TOF.SIMS5 von ION-TOF, Miinster, durchgefiihrt.
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3 MATERIAL UND EXPERIMENTE
3.1 Materialien

Die Gold-Substrate (5 nm Titan und 100 nm Gold auf (100) Silizium Einkristall
Wafern und die mit 150 nm Gold beschichteten Glimmer Substrate) wurden von Georg
Albert-Physical Vapor Deposition (Silz) bereitgestellt.

Die MagPrep 100®Silica Partikel wurden von Merck KGaA bezogen und die fiir das
kristalline MOF-Wachstum notwendige Oberflachenfunktionalisierung wie in Kapitel 3.2.2
im Detail diskutiert, durchgefiihrt.>®

(11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylenglykol) (90 %), (11-Mercaptoundecyl)hexa-
(ethylen glykol) (90 %), 2,2’-diamino-4,4’-stilbenedicarbonsdure (90 %), 16-Mercapto-
hexadekansaure (MHDA, 99 %), 11-Mercapto-1-Undekanol (MUD, 99 %), Kupfer(ll) Acetat
Monohydrat (98 %), Zink(ll) Acetat Dihydrat (= 98 %), Tetrakis (acetonitril) Kupfer(l)
hexafluorophosphat (Cu(l)(CHsCN)4PFe, 97 %), 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]0ktan (Dabco, > 99
%), Alkyne MegaStokes dye 608, Ethanol (99.99 %), Methanol (= 99.9 %), Tetrahydrofuran
(THF, 2 99.9 %) und Toluol (= 99.9 %) wurden von Sigma Aldrich erworben.
Trimethylolethan, Propiolsdure, p-Toluolsulfonsdure Monohydrate wurden von Alfa Aesar
geliefert. 450-Amino Naphthalimide Alkyne und 550-Red Oxazine Alkyne wurden von
Active M Motive bezogen, Trimethylsilylazid bei Acros Organics und tert-Butylnitrit bei
ABCR.

Alle nicht weiter gekennzeichneten Chemikalien wurden und ohne weitere

Aufreinigungen verwendet.
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3.2 Vorbereitung der Substrate

3.2.1 Funktionalisierung der Gold Substrate

Vor der Schritt-fir-Schritt Synthese der SURMOFs, miissen die verwendeten
Substrate mit der jeweiligen funktionellen Gruppe terminiert werden. Fir die mit Gold
beschichteten Silizium und Glimmer Substrate wird dies mittels eines SAMs realisiert. Daflir
werden die Substrate in eine organische Thiol-Losung eingelegt, dessen omega Substituent
die gewlinschte Funktion exponiert. Die Wirkungsweise der SAMS und die Auswirkungen
auf die spatere Orientierung der SURMOF Filme wurden in Kapitel 1.2.1.1 ausfiihrlich
diskutiert.

3.2.1.1 Oberflachenfunktionalisierung mittels MHDA

Fiir -COOH terminierte Oberflachen wird 16-Mercaptohexadekansdure (MHDA aus
dem englischen: Mercaptohexadecanoic acid) verwendet. Das mit Gold beschichtete
Silizium- oder Glimmer-Substrat wird fiir 48 h bei Raumtemperatur in eine 20 uM MHDA-
Losung in Ethanol eingelegt. Der MHDA Losung werden zusatzlich 5 % Essigsdure
beigesetzt, da reines MHDA unter Ausbildung von zwei Wasserstoffbriickenbindungen zur
Bildung von Dimeren neigt.1>!16 Zusatzlich sorgt die Essigsdure dafiir, dass der COOH-SAM
in der vollstandig protonierten Form vorliegt.''” AnschlieBend werden die Substrate mit
Ethanol gespiilt, in einem trockenen Stickstoffstrom getrocknet und sofort fiir die SURMOF
Synthese verwendet.

3.2.1.2 Oberflachenfunktionalisierung mittels MUD

Fiir eine -OH Terminierung werden die Substrate flir 24 Stunden bei
Raumtemperatur in eine 1 mM Mercaptoundekanol (MUD) Ethanol Losung eingelegt.
AnschlieBend werden die Substrate mit Ethanol gespllt, in einem trockenen
Stickstoffstrom getrocknet und sofort fiir die SURMOF-Synthese verwendet.

3.2.2 Funktionalisierung der magnetischen Nanopartikel

Als Substrate fur die Synthese der magMOFs werden magPrep®Silica Partikel von
Merck KGaA verwendet. Die aus Magnetit (FesOs4) bestehenden Partikel mit einem
Durchmesser von etwa 100 nm sind mit etwa 5 nm SiO, beschichtet. Um ein kristallines
und homogenes MOF Wachstum zu erméglichen, werden die Partikel vor der Synthese mit
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—COOH-Gruppen funktionalisiert. Die genaue Syntheseproze

dur wurde ausfihrlich in

vorhergehenden Arbeiten diskutiert.>® Im Folgenden werden die prinzipiellen Schritte der

Oberflachenfunktionalisierung beschrieben.
Im ersten Schritt werden die Hydroxy-Gruppen d
Aminopropyl)-Triethylsilan (APTES) funktionalisiert. Dabei wer

er Silica-Schicht mit (3-
den die Silylether in einer

Kondensationsreaktion mit den auf der Oberflache verankerten Silanolen umgesetzt (Abb.
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Abb. 29 Schematische Darstellung der Funktionalisierung der OH terminierten magnetischer
Nanopartikel (1) Silylierung der Partikel mit APTES (2) Weitere Funktionalisierung der Amin
Gruppen des APTES mit Glutaraldehyd unter Bildung eines Imins (3) anschlieBRende

Oxidation der endstandigen Aldehyde zu Carbonsduren mit

Kaliumpermanganat.

AnschlieBend werden die nun mit Amingruppen terminierten Partikel in einer
Kondensationsreaktion unter Bildung eines Imins mit Glutaraldehyd umgesetzt. In einem
letzten Schritt werden die endstdandigen Aldehyde mit Kaliumpermanganat zu

Carbonsauren oxidiert.
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3.3 Synthese der organischen Linkermolekiile
Die in dieser Arbeit verwendeten Linkermolekiile sind nicht kommerziell erhaltlich.
Die Synthese der Azid-funktionalisierten Linker wurden von Sylvain Grosjean in einer
Kooperation mit Prof. Brase am Institut fir biologische Grenzflachen des KITs durchgefiihrt.

3.3.1 Bis(azidomethyl)-terphenyldicarbonsdure (BA-TPDC)

Die Synthesevorschrift fir Bis(Azidomethyl-)Terphenyldicarbonsdure (BA-TPDC)

CO,Me
Ly e, AT
* _—
Br (HO),B Toluol Dioxan H,O Benzol

wurde aus der Literatur iibernommen.118

MeO,C ‘

Br CO,Me
O g NaN,
B ——
O DMF
MeO,C Br MeO,C

@ DA-TPDC (4)

Schemal Reaktionsschema der BA-TPDC Linkersynthese, durchgefiihrt von Sylvain Grosjean am
Institut fur Biologische Grenzflachen (IBG) am KIT.

Dimethyl 2',5'-dimethyl-[1,1":4',1"-terphenyl]-4,4"-dicarboxylate  (1). 2,5-
dibromo-p-xylene (3.00 g, 11.37 mmol, 1 eq), 4-Methoxycarbonylphenylboronsaure (6.14
g, 34.10 mmol, 3 eq), Tetrakis(triphenylphosphin)Palladium(0) (0.66 g, 0.57 mmol, 0.05 eq)
und Natriumcarbonat (9.64 g, 90.92 mmol, 8 eq) wurden unter Argonatmosphare zu einer
entgasten Mischung aus Toluol, Dioxan und Wasser gegeben (450 mL, 2/2/1). Die Mischung
wurde unter Rickfluss fir 72 h unter Argon refluxiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Ubrig bleibende
wassrige Suspension wurde mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit
Wasser und einer gesattigten, wassrigen Natriumchlorid gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riickstand
wurde sdulenchromatographisch auf gereinigt (Silica Gel, Dichloromethan / n-Hexane) (1)
wurde als weiBer Feststoff erhalten (2.29 g, 54%). *H-NMR (500 MHz, CDCl5): 6 = 8.11 (d,
4H, J = 8.5 Hz, CHar), 7.45 (d, 4H, J = 8.5 Hz, CHar), 7.16 (s, 2H, CHar), 3.96 (s, 6H, CO2CH3s),
2.28 (s, 6H, ArCHs) ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6= 167.1 (CO,CHs), 146.4 (CV), 140.5
(cV), 132.8 (C"), 131.8 (CHar), 129.6 (CV), 129.4 (CHar), 128.8 (CHar), 52.2 (CO,CHs), 19.9
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(ArCHs) ppm. IR (ATR): v =2991, 2945, 1713, 1608, 1519, 1492, 1437, 1385, 1279, 1193 cm-
1. MS (El) m/z = 374 [M*], 343 [M*-OCH3], 315 [M*-CO2CHs]. HRMS (EI) m/z Ca4H2,04,
berechnet: 374.1518, gefunden: 374.1519.

Dimethyl 2',5'-Bis(Bromomethyl)-[1,1":4',1"-Terphenyl]-4,4"-Dicarboxylat (2).
Verbindung (1) (1.20 g, 3.21 mmol, 1 eq) und N-Bromosuccinimid (NBS) (1.26 g, 7.05 mmol,
2.2 eq) werden in 60 mL Benzol geldst. Nach Einleiten von Argon fiir 30 Minuten, wird
Benzoylperoxide (16 mg, 0.06 mmol, 0.02 eq) zu der Mischung gegeben und fiir 24 Stunden
refluxiert. Die Reaktionsmischung werden auf Raumtemperatur abgekihlt und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck evaporiert. Der Rickstand wird in Methanol
aufgenommen und filtriert um Produkt (2) als weillen Feststoff zu erhalten (1.66 g, 97%).
1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8= 8.16 (d, 4H, J = 8.0 Hz, CHar), 7.58 (d, 4H, J = 8.0 Hz, CHar),
7.44 (s, 2H, CHar), 4.42 (s, 4H, ArCH,Br), 3.97 (s, 6H, CO,CHs) ppm. 3C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 0= 166.9 (CO,CH3), 143.9 (€V), 141.4 (€V), 135.8 (€"), 133.0 (CHar), 129.9 (CHar),
129.8 (€Y), 129.2 (CHar), 52.2 (CO2CH3), 30.9 (ArCH2Br) ppm. IR (ATR): v = 2946, 1710, 1610,
1490, 1413, 1388, 1276,1191 cm™. MS (El) m/z = 534-532-530 [M*], 453-451 [M*-Br]. HRMS
(EI) m/z C2aH20Br204, berechnet: 529.9728, gefunden: 529.9727.

Dimethyl 2',5'-Bis(azidomethyl)-[1,1':4',1"-Terphenyl]-4,4"-Dicarboxylat (3).
Verbindung (2) (0.75 g, 1.41 mmol, 1 eq) und Natiumazid (0.19 g, 2.96 mmol, 2.1 eq)
werden in trockenem DMF (30 mL) geldst und fiir 4 h unter Argonatmosphare bei 60 °C
gerthrt. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur abgekihlt und mit einem
groRen Uberschuss an Ethylacetat verdiinnt und anschlieBend zuerst mit konzentrierter,
wassriger Natriumchlorid Losung und dann mit Wasser gewaschen. Die organische Phase
wird Gber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum abrotiert, (3) kann als weiRer Feststoff
(0.63 g, 98%) erhalten werden. *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6= 8.15 (d, 4H, J = 8.5 Hz, CHa),
7.49 (d, 4H, J = 8.5 Hz, CHa/), 7.43 (s, 2H, CHa/), 4.33 (s, 4H, ArCH2N3), 3.97 (s, 6H, CO,CH3)
ppm. 3C-NMR (125 MHz, CDCls): = 166.9 (CO,CHs), 144.0 (€V), 141.2 (€V), 133.3 (CV),
131.6 (CHar), 130.0 (CHar), 129.9 (€V), 129.4 (CHar), 52.4 (CO2CH3), 52.3 (ArCH2N3) ppm. IR
(ATR): v = 2953, 2088, 1716, 1607, 1436, 1338, 1272, 1180 cm. MS (EI) m/z = 456 [M"],
428 [M*-N3]. HRMS (El) m/z C2aH20N604, berechnet: 456.1546, gefunden: 456.1548.

2',5'-Bis(azidomethyl)-[1,1":4',1"-Terphenyl]-4,4"-Dicarbonsdure (BA-TPDC) (4).
Verbindung (3) (0.30g, 0.66 mmol, 1eq) wird in Tetrahydrofuran (10 mL) gel6st. Eine
gesattigte, wassrige Kaliumhydroxid Losung (10 mL) wird dazugegeben und die
Reaktionsmischung fiir 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das THF wird unter reduziertem
Druck evaporiert und anschliefend die wassrige Losung mit einer 1 M HCI Lésung auf pH =1
eingestellt. Die Reaktionsmischung wird einige Male mit Ethylacetat extrahiert, die
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organischen Phasen kombiniert und anschliefend mit Wasser, dann mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, Giber Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert um DA-TPDC als blass
gelben Feststoff (0.27 g, 95%) zu erhalten. *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): o= 12.95 (br-s,
2H, COzH), 8.07 (d, 4H, J= 8.5 Hz, CHar), 7.57 (d, 4H, J = 8.5 Hz, CHa(), 7.55 (s, 2H, CHar), 4.50
(s, 4H, ArCH,;N3) ppm. 33C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 6= 167.1 (CO;H), 143.4 (CV), 140.4
(€V),133.2 (€V), 131.8 (CHar), 130.1 (€"), 129.5 (CHar), 129.2 (CHar), 51.3 (ArCH,N3) ppm. IR
(ATR): v = 2921, 2853, 2090, 1681, 1606, 1565, 1458, 1317, 1285, 1235 cm™. MS (El) m/z =
428 [M*], 399 [M*-H-N3], 386 [M*-N3], 372 [M*-N4], 341 [M*-COzH-N3]. HRMS (EI) m/z
C22H16N604, berechnet: 428.1233, gefunden: 428.1237.

3.3.2 Synthese von 2,2’-diazido-4,4’-stilbendicarbonsdaure(DA-SBDC) (6).

Die Synthese des DA-SBDC Linkers wurde von Sylvain Grosjean vom Arbeitskreis
Prof. Brase am Institut fiir biologische Grenzflachen durchgefiihrt. Die Synthesevorschrift
wurde aus der Literatur ibernommen.18

HO.___O

H,N

THF, RT, 1h

NH, N3

HO___O
O t'BUONO, TMSN3 N3
X AN

O~ "OH 0~ "OH
(5) ©)

Schema 2 Reaktionsschema der Synthese des 2,2‘-Diazido-4,4 -stilbenedicarbonsaure (DA-SBDC)(6).

2,2’-Diazido-4,4’-stilbendicarbonsdure (DA-SBDC) (6) - 2,2’-diamino-4,4’-
stilbenedi-carbonsaure (5) (0.166 g, 0.56 mmol, 1 eq) wurde in trockenem Tetrahydrofuran
(20 mL) in einem trockenen 50 mL Rundkolben suspendiert. Die Suspension wurde auf 0 °C
gekiihlt und tropfenweise mit tert-Butylnitrit (t-BuONO) (0.400 mL, 3.34 mmol, 6 eq)
versetzt. Nach 15 min Rihren wurde Trimethylsilylazid (TMSN3) (0.293 mL, 2.23 mmol,
4 eq) bei 0°C langsam hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf
Raumtemperatur erwarmt und fiir 72 h gerihrt. Das Tetrahydrofuran wurde unter
reduziertem Druck abgezogen und das Produkt mit einer Mischung aus kaltem Methanol
und Tetrahdrofuran (1/1, 20 mL) aufsuspendiert, filtriert und im Vakuum getrocknet. DA-
SBDC (0.115 g, 0.33 mmol, 59%) konnte als gelber Feststoff erhalten werden. *H-NMR (500

MHz, DMSO-d6): 6 = 13.18 (br-s, 2H, COzH), 7.90 (d, 2H, J = 8.0 Hz, C5/5’Har), 7.76 (s, 2H,
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HC=CH), 7.75 (d, 2H, J = 8.0 Hz, C6/6’Ha:), 7.50 (s, 2H, C3/3’Ha;) ppm. 13C NMR (125 MHz,
DMSO-d6): & = 166.2 (COzH), 137.5 (Cv), 131.7 (Cv), 131.5 (Cv), 127.1 (Cs/5'Har), 125.9
(Cs/6’Har), 125.7 (€3/3’Har), 119.7 (HC=CH) ppm. IR (ATR): v = 3042, 2125, 1689, 1612, 1575,
1447, 1390, 1272, 1241 cm-1. MS (El) m/z = 350 [M*], 322 [M*-N3], 294 [M*-N4], 249 [M*-
CO2H-N3]. HRMS (El) m/z C16H10N6Oa, calcd.: 350.0764, found: 350.0760.

3.3.3 Synthese von 2,5-Bis(allyloxy)-1,4-Benzoldicarbonsaure (BA-BDC)

Die Synthese der 2,5-Bis(allyloxy)-1,4-benzoldicarbonsdure (BA-BDC)(9) wurde
analog zu einer literaturbekannten Vorschrift durchgefiihrt.

OO~ N OO~

HO . KCO, + 1) DMF X0
OH \ 85°C, 3
h O\/\
o Yo ~~o Y0
(7) ®)
O._OH
X0
2) H,O/NaOH
100 °C, 4h RN

Schema 3 Reaktionsschema der Synthese des BA-BDC Linkers, die Alkylierung des Diethyl-2,5-
Bis(hydroxy)-1,4-Benzolcarboxylats (7) fihrt zu einem Zwischenprodukt (8). Durch
Verseifung mit NaOH erhélt man den BA-BDC Linker (9).

Diethyl-2,5-Dihydroxy-1,4-Benzolcarboxylat (7) (1.12 g, 4.40 mmol, 1 eq) und
Kaliumcarbonat (2.76 g, 20.0 mmol, 4.5 eq) wurden in DMF (35 ml) suspendiert. Allylchlorid
(0.69 ml, 0,73 g, 9.68 mmol, 2 eq) wurde tropfenweise unter Rihren zu der
Reaktionsmischung gegeben. Nach vollstandiger Zugabe des Allylchlorids wurde die
Mischung fir 3 h bei 85 °C geriihrt um Verbindung (8) in einer Williamson Ethersynthese
zu erhalten. Das organische Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck bei 70 °C
entfernt und die zuriickbleibende Verbindung (8) ohne weiter Aufreinigung in H20 (40 ml)
geldst und nach Zugabe von Natriumhydroxid (40 mg, 10.00 mmol,2.3 eq) fiir 4 h refluxiert.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit wassriger HCI-Lésung (15 %)
angesduert. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das gelbliche Produkt mit 20 ml
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Wasser gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum fiir 16 h und Umkristallisation in heillem
Methanol konnte (BA-BDC)(9) mit einer Ausbeute von (0.86 g, 78.2 %) erhalten werden.
!H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & (ppm) = 7.30 (s, 2H, Ar-H), 6.12 — 5.90 (m, 2H, CH), 5.52 —
5.36 (m,2H, CH;), 5.24 (dd, J=10.5 Hz, 2H, CHy), 4.60 (dt, J = 4.6, 1.5 Hz, 4H, OCH>).

3.3.4 Synthese von para-terphenyldicarbonsaure (TPDC)(10)

Die Synthese des TPDC Linkers 10 wurde von Sylvain Grosjean vom Arbeitskreis Prof.
Brase am Institut fir biologische Grenzflachen durchgefiihrt. Die Synthesevorschrift wurde
aus der Literatur tbernommen.!20

Zu einer Losung aus para-Terphenyl (1.5 g, 6.51 mmol) und Oxalylchlorid (3.35 ml,
39.00 mmol) in Kohlenstoffdisulfid (30 ml) bei 0 °C (Eisbad) wird Aluminiumchlorid (0.870
g, 6.51 mmol) hinzugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und die Reaktionsmischung bei
Raumtemperatur fiir 24 Stunden gerihrt. Die Mischung wurde anschlieBend auf Eis
gegeben und geriihrt bis die dunkelbraune Mischung eine gelbliche Farbe annimmt. CS;
wurde unter reduziertem Druck entfernt und die zuriickbleibende, wéassrige Suspension
gefiltert. Der Feststoff wurde mit verdlinnter Salzsaure und anschliefend mit Diethylether
gewaschen und liber Nacht im Vakuum bei 50 °C getrocknet. Das blassgelbe Produkt konnte
in einer Ausbeute von 2.03 g, 98 % erhalten werden. 'H-NMR (CDCls, 300MHz, 298K): &
(ppm) 8.23 (d, J = 8.2Hz, 4H), 7.79 (d, J = 8.2Hz, 4H), 7.78 (m, 4H); 13C NMR (CDCl3, 75MHz,
298K): 6 (ppm) 168.2, 147.2, 139.7, 132.4, 132.3, 128.2, 127.6. MS (El, 70 eV): m/z 318.
Schmelzpunkt: > 400 °C.

3.3.5 Synthese von Trimethylethantripropiolat (11)

Die Synthese des trifunktionellen Alkin Sekundéarinkers wurde von Artak Shahnas
von der Arbeitsgruppe Prof. Lahann am Institut fir Funktionelle Grenzflachen
durchgefiihrt. Die Synthesevorschrift wurde aus der Literatur tbernommen.?!

Trimethylethantripropiolat — In einem trockenen, mit einem Wasserabscheider
ausgestattet 250 mL Rundkolben, wurden Trimethylethan (1.0 g, 8.30 mmol) und p-
Toluolsulfonsdure Monohydrate (160 mg, 0.83 mmol, 0.1 eq) in 70 mL trockenem Toluol
gelost. Propiolsaure (3.3 eq, 1.9 g, 27.4 mmol) wurde langsam zu der Reaktionsmischung
getropft und unter Rickfluss erhitzt. Nach 2 Stunden wurde die leicht braune Losung auf
Raumtemperatur abgekihlt und in 70 mL Ethylacetat aufgenommen. Nach zweimaligem
Waschen mit 5 % Natriumhydroxidlosung (2 x 20 ml) und geséattigter Natriumchlorid
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Losung, wurde das Produkt (iber trockenem Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem
Abrotieren des Losungsmittels konnte das Produkt (2.1 g, 7.61 mmol, 91%) als gelbliches
Ol erhalten werden. H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): & = 4.63 (s, 3H, C=CH), 4.13 (s, 6H,
CH20), 0.98 (s, 3H, (CH3), ppm. - 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6): 6 = 152.5 (€=0), 80.1
(C=C), 74.8 (€=C), 23.1

(CCH2), 15.2 (CCH3) ppm. HRMS (EI) m/z C14H1206, berechnet: 276.0684, gefunden:
276.0686.
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3.4 Synthese der Metall-organischen Geriistverbindungen
3.4.1 SURMOF-Synthese auf Gold beschichteten Silizium- und Glimmersubstraten

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, werden die SURMOFs in einem quasi-epitaktischen
Schritt-fir-Schritt Verfahren auf die Substrate aufgebracht. Bei jedem Wachstumsschritt
wird durch die jeweilige Funktionalisierung der Oberflaiche nur eine Monolage an
Metallionen bzw. Linkermolekilen chemisorbiert. Zwischen jedem Schritt wird so griindlich
gewaschen, dass alle physisorbierten Molekiile von der Probe heruntergewaschen werden,
nur so kann ein homogenes und orientiertes Wachstum der SURMOFs garantiert werden.

Fir die Synthese stehen verschiedene, in den letzten Jahren in der Gruppe von Prof.
Woll entwickelte Techniken zur Verfigung um dieses Schritt-flir-Schritt Wachstum zu
optimieren. Fir diese Arbeit verwendet wurden die Pumpenmethode®, die
Spraymethode®* und das in-situ Wachstum in einer QCM-Zelle> verwendet. Die Methoden
werden im Folgenden naher beschrieben.

3.4.1.1 Pumpenmethode

[:] u Mit SAM funktio-

nalisiertes Gold
Substrat

= = _WUH )

Probenzelle

¥

L

1. Metall Lésung

2. Ethanol

3. Linker Lésung

4, Ldsungsmittel Abfall

o|:|:]] : Pumpe

Abb. 30 Schematische Darstellung des Aufbaus der Pumpensystems zur Herstellung von
SURMOFs.>3
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Das mit dem SAM funktionalisierte Probensubstrat befindet sich in einer
temperierten Probenzelle. Somit kann die Synthesetemperatur je nach SURMOF-System
zwischen -20 °C und 100 °C variiert werden. In dem in Abb. 30 gezeigten, schematischen
Aufbau des Pumpensystems sind die Losungsmittelbehalter mit Zahlen gekennzeichnet.
Far das Schritt-fur-Schritt Wachstum, werden die Metallionen Lésung (1) und die
organische Linker-Losung (3) voneinander getrennt und durch ein Computersystem
gesteuert, nacheinander abwechselnd in die Probenkammer gepumpt. Zwischendurch
wird je zweimal mit dem in Behalter (2) befindlichen Ethanol gespiilt, um eine griindliche
Reinigung der Probe und der Probenkammer zu gewadhrleisten. Am Boden der
Probenkammer befindet sich ein Auslass durch den die Losungen nach der gewiinschten
Reaktions-, bzw. Spiilzeit aus der Kammer herausgepumpt und im Abfallbehalter (4)
gesammelt werden. Jeder Losungsmittel- bzw. Abfallbehdlter ist mit einer separat
ansteuerbaren Pumpe verbunden, so dass die Reaktions- und die Spiilzeit fiir jede Losung
individuell einstellbar ist. Die Pumpenmethode erfordert lange Reaktionszeiten um eine
perfekte Selbstanordnung der jeweiligen Molekile zu gewahrleisten. Im Folgenden wird
die Syntheseprozedur detailliert dargestellt. Die Ansteuerung der Pumpen, das Einstellen
der Reaktionszeiten und der jeweiligen Volumina wird von einem von Osama Schekah
geschriebenen LabView Programm gewahrleistet. Die in der folgenden Auflistung
angegeben Zahlen verweisen auf Abb. 30

1. Die Losungsmittelbehélter werden mit den jeweiligen Losungen befillt und
mit den Teflonschlduchen der Pumpen verbunden. (1) 400 ml der
Metallsalz-Lésung (2) 1600 mL Ethanol zum Spilen (3) 400 ml der
organischen Linker-Losung

2. Das mit dem entsprechenden SAM funktionalisierte Gold Substrat wird mit
Ethanol gespllt, im trockenen Stickstoffstrom getrocknet und mit der
Goldflache nach Oben in die Probenkammer gelegt. Die doppelwandige
Probenkammer wird auf die gewlinschte Temperatur eingestellt.

3. 10 mL der Metallsalz-Losung aus Behdlter (1) werden in die Probekammer
gepumpt und nach einer Reaktionszeit von 15 min. durch den unten
liegenden Auslass in den Abfallbehélter (4) entleert.

4. Die Probenkammer wird zwei Mal mit je 10 mL Ethanol von (2) fir 3 min
gespilt und anschlieRend in Behidlter (4) gepumpt um eine komplette
Entfernung der nicht chemisorbierten Metallionen zu gewahrleisten.

5. 10 mL der Linker-Losung aus Behalter (3) werden fir 30 min in die
Reaktionskammer gegeben und wiederrum in Kanister (4) weitergepumpt.

6. Analog zu 4. wird die Probenkammer zwei Mal mit Ethanol gespiilt.
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7. Schritte 3-6 werden wiederholt bis die gewiinschte Anzahl an Zyklen
erreicht wird.

Nach der Synthese werden alle Proben mit Pulver-XRD und IRRAS Messungen
charakterisiert. Die im Folgenden beschriebenen Synthesen wurden nach dem oben
beschrieben Grundprinzip durchgefiihrt, die jeweiligen Konzentrationen, verwendeten
SAMs und Temperaturen werden individuell angepasst.

[Cu(DA-SBDC)(dabco)o.5] — In Behalter (1) werden 400 mL einer [Cu(OAc),*H20] (1
mM, 0.4 mmol, 80 mg) Losung in Ethanol gegeben. Behalter (2) wird mit 1600 mL Ethanol
zum Spulen befiillt. Als Linker-Lésung in Behélter (3) werden 400 ml einer DA-SBDC (0.2
mM, 0.08 mmol, 28 mg) + dabco (0.2 mM, 0.08 mmol, 9 mg) Losung in Ethanol eingefiillt.
Der Gold-Wafer wird mit MUD funktionalisiert, die Synthesetemperatur wird auf 50°C
eingestellt.

[Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] — Behalter (1) wird mit 400 mL einer [Zn(OAc),*2H,0] (1.5
mM, 0.6 mmol, 131,4 mg) Losung in Ethanol befillt. Behalter (2) wird mit 1600 mL Ethanol
zum Spulen befllt. Als Linker-Losung in Behalter (3) werden 400 ml einer BA-BDC (0.5 mM,
0.2 mmol, 55,6 mg) + dabco (0.5 mM, 0.2 mmol, 22,4 mg) Losung in Ethanol eingefiillt. Der
Gold-Wafer wird mit MUD funktionalisiert, die Synthesetemperatur wird auf 60°C
eingestellt.

3.4.1.2 Sprihmethode

Die Sprihmethode wurde entwickelt, um die Synthese fiir gréBere Substrate zu
optimieren. Das funktionalisierte Gold-Substrat wird senkrecht an den Probenhalter
befestigt und frontal mit den Losungen bespriiht. Dabei werden die jeweiligen Losungen
fein zerstaubt und legen sich als diinne Losungsmittelschicht auf den Wafer. Die neueste
Generation der Spriihanlage hat bewegliche Diisenkdpfe, so dass wahrend des Spriihens
grofRere Flachen abgefahren werden kénnen und so Wafer bis zu 10x10 cm GrélRe ohne
Probleme zu beschichten. Ein weiterer Vorteil der Sprihmethode ist die schnellere
Synthesezeit, ein Zyklus dauert ungefdahr 2 min, womit die Synthesezeit im Gegensatz zu
der Pumpenmethode auf etwa 3 % der urspriinglichen Zeit verkiirzt wird. Zusatzlich wird
fir die Spriihmethode weniger Losungsmittel verbraucht.

AFM Untersuchungen haben gezeigt, dass das SURMOF Wachstum bei der
Spriihmethode im Vergleich zur Pumpe deutlich schneller ist. Wahrend die Wachstumsrate
bei der Pumpmethode fiir HKUST-1 etwa 1.3 nm pro Zyklus betragt, steigt sie beim Spriihen
auf etwa 10 nm pro Zyklus an.>* Dies deutet darauf hin, dass trotz griindlichem Spiilen noch
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Molekiile des jeweils anderen Bausteins auf der Oberfliche vorhanden sind. Pro
Spriihzyklus bilden sich also etwa 10 Lagen des SURMOFs aus, was auf einen komplexeren
Wachstumsmechanismus hindeutet, der bis heute noch nicht komplett verstanden ist. Ein
orientiertes Wachstum der SURMOFs ist trotz des mehrlagigen Wachstums auch bei dieser
Synthesemethode gegeben.

> k.

E

Abb. 31 Schematische Darstellung des Aufbaus der Spriihanlage zur Schritt-flir-Schritt Synthese von
SURMOFs.** (1) N,-Gasflasche zur Druckerzeugung (2) Gasauslassventil (3) Dreiwegeventil
(4) Losungsmittelbehalter (5) Probenhalter (6) Spriihdiisen zum Zerstduben der Losungen
(7) Darstellung eines Zyklus (oben) Metalllésung (Mitte) Spilvorgang mit Ethanol (unten)
Linkerlosung (8) Computer.

Der in Abb. 31 dargestellte, schematische Aufbau der Sprihanlage zeigt die
verschiedenen Komponenten. Die vorbereiteten Lésungen (A) Metall (B) Ethanol (C) Linker
werden in die Losungsmittelbehalter (4) eingefillt. Das mit dem jeweiligen SAM
funktionalisierte Goldsubstrat wird senkrecht an dem Probenhalter (5) befestigt. An der
Gasflasche (1) wird am Ventil (2) der gewiinschte Druck eingestellt und die L6sungen
nacheinander durch die Diisen (6) auf die Probe aufgespriiht.

Im Folgenden wird der detaillierte Ablauf der Spriihmethode beschrieben:

1. Die Losungsmittelbehdlter werden mit den jeweiligen Losungen befillt (A)
Metallsalz Lésung (B) Ethanol zum Spilen (C) organischen Linkerldsung.

2. Das mit dem jeweiligen SAM funktionalisierte Gold-Substrat wird senkrecht am
Probenhalter befestigt.

3. Die Probe wird fir 15 Sekunden mit der Metallsalz - Losung aus Behalter (A)
bespriiht und fiir 30 Sekunden ruhen gelassen.

67



Synthese der Metall-organischen Geriistverbindungen

4. Die Uberschiissigen Metallionen werden durch 5 Sekunden bespriihen der Probe
mit der Ethanol Losung aus Behalter (B) entfernt.

5. Das nun mit dem Metallkomplex funktionalisierte Substrat wird fiir 30 Sekunden
mit der Linkerlosung bespriht und im Anschluss fiir 30 Sekunden ruhen gelassen.

6. Analog zu 4. wird die Probe fiir 5 Sekunden mit Ethanol gespiilt.

7. Schritte 3-6 werden wiederholt bis die gewilinschte Anzahl an Zyklen erreicht wird.

Alle Proben werden anschlieBend mit IRRA-Spektroskopie und Rontgen
Diffraktometrie charakterisiert. Im Folgenden werden die Konzentrationen und
Funktionalisierungen der einzelnen, verwendeten Systeme beschrieben. Alle Synthesen
wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

[Cu(BA-SBDC)] — Als Metalllésung wird eine 1 mM [Cu(OAc),*H20] Ethanol Losung
verwendet, fur die Linkerlésung eine 0.2 mM BA-SBDC Ethanol Lésung. Das Gold Substrat
wird mit MHDA funktionalisiert.

[Zn(BA-BDC)] — Als Metalllosung wird eine 1.5 mM [Zn(OAc);*2H20] Lésung in
Ethanol verwendet, fiir die Linkerlésung eine 0.5 mM BA-BDC Ethanol Lésung. Das Gold
Substrat wird mit MHDA funktionalisiert.

3.4.2 magMOF Synthese auf magnetischen Nanopartikeln

Fir die Synthese der magMOF Partikel werden magnetische Fes30s Partikel
verwendet, die vor der Synthese mit COOH Gruppen funktionalisiert werden missen (siehe
Kapitel 3.2.2). Die Synthese des magMOF erfolgt analog zu den oben beschriebenen
SURMOFs in einem epitaktischen Schritt-fir-Schritt Verfahren. Die ferrimagnetischen
Partikel lassen sich leicht mit einem Permanentmagneten von der Losung abtrennen. Der
genaue Ablauf der Synthese wird in Abb. 32 dargestellt und im Folgenden detailliert
beschrieben.
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-
:
L

Abb. 32 Schematische Darstellung des genauen Ablaufs der magMOF - Synthese. (a)
Aufschwemmen der Partikel in Losung (b) Magnetische Separation der Partikel (c) Entnahme
der Lésung (d) Zugabe der Losung nachsten Losung.

1. Eswerden 2 mgder COOH terminierten Partikel in ein Eppendorf Tube gegeben und
griindlich mit Ethanol gewaschen. AnschlieBend werden mit 2 ml einer 1.5 mM
Metallkomplex-Lésung in Ethanol dazugegeben.

a) Dieinder Metallkomplex-Losung suspendierten Partikel werden fiir 5 min bei
50 °C in einem Thermomixer geschittelt.

b) Die Magnetpartikel werden mit einem Permanentmagneten von der
Metallkomplex-Lésung separiert.

c) Die Metallionen-Lésung wird entnommen, so dass nur die Partikel im
Eppendorf Tube verbleiben.

d) Zum Entfernen der restlichen, nicht koordinierten Metallionen, werden die
Partikel in 2 ml Ethanol suspendiert und fiir 10 s geschuttelt. Die Ethanol
Losung wird durch magnetische Separation von den Partikeln getrennt und
durch 2 ml der Linkerlésung ersetzt.

2. Schritte a) bis d) werden mit der Linker-Losung wiederholt um den ersten
Wachstumszyklus abzuschlieBen. Die abwechselnde Zugabe der Metall- und Linker-
Losung werden solange wiederholt, bis die gewlinschte Anzahl an Zyklen erreicht
ist. Um ein Schritt-fur-Schritt Wachstum zu ermoglichen, wird nach jedem
Reaktionsschritt mit Ethanol gesplilt um die liberschiissigen lonen bzw. Linker zu
entfernen.
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3. Nach Abschluss der Synthese werden die Partikel zwei Mal griindlich mit Ethanol
gespllt und mit Rontgendiffraktometrie und ATR Infrarotspektroskopie
charakterisiert.

Die genauen Konzentrationen, Temperaturen und Reaktionszeiten wurden flr das

jeweilige MOF-System optimiert.

[Cu(TPDC)(dabco)os] — Metallkomplex-Losung: 1.5 mM [Cu(CH3COO);*H20)] in
Ethanol. Linker-Losung: 0.5 mM Terphenyldicarbonsdaure (TPDC) + 0.5mM 1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan (dabco) in Ethanol. Synthesetemperatur: 50 °C, Reaktionszeit pro
Schritt fir Metall und Linker jeweils 5 min.

[Cu(TPDC)] — Metallkomplex-Losung: 1.5 mM [Cu(CH3COO),*H,0)] LOsung in
Ethanol. Linker-Loésung: 0.5 mM Terphenyldicarbonsdure (TPDC) in Ethanol.
Synthesetemperatur: 50 °C, Reaktionszeit pro Schritt fiir Metall und Linker jeweils 5 min.

[Cu(BA-TPDC)(dabco)o.s] — Metallkomplex-Lésung: 1.5 mM [Cu(CH3COO0),*H,0)] in
Ethanol. Linker-Losung: 0.2 mM Bis(azidomethyl)-terphenyldicarbonsaure (DA-TPDC) +
0.5 mM 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (dabco) in Ethanol. Synthesetemperatur: 50 °C,
Reaktionszeit pro Schritt fiir Metall und Linker jeweils 5 min.

[Cu(BA-TPDC)] — Metallkomplex-Losung: 1.5 mM [Cu(CH3COQ)2*H,0)] in Ethanol.
Linker-Lésung: 0.5 mM Bis(azidophenyl)-terphenyldicarbonsdure (BA-TPDC) in Ethanol.
Synthesetemperatur: 50 °C, Reaktionszeit pro Schritt flir Metall und Linker jeweils 5 min.

[Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] — Metallkomplex-Losung: 1.5 mM [Zn(CH3COO0),*2H,0)] in
Ethanol. Linker-Losung: 0.2 mM Bis(allyloxy)-bezoldicarbonsdure (BA-BDC) + 0.5 mM 1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan (dabco) in Ethanol. Synthesetemperatur: 50 °C, Reaktionszeit pro
Schritt fir Metall und Linker jeweils 5 min.

[Zn(BA-BDC)] — Metallkomplex-Losung: 1.5 mM [Cu(CH3COO),*H,0)] in Ethanol.
Linker-Lésung : 0.5 mM Bis(allyloxy)-benzoldicarbonsdure (BA-BDC) in Ethanol.
Synthesetemperatur: 50 °C, Reaktionszeit pro Schritt flir Metall und Linker jeweils 5 min.
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3.4.3 Synthese von MOF-Einkristallen

O~_OH
"o DMF, 80 °C
+  M(NO3)>*nH,O > [M(BA-BDC)],,
OM\
HO O
M = Zn (n=6), groRe, rot-braune Kristalle
BA-BDC M = Cu (n=3), kleine, griine Kristalle

Schema4 Synthese der [M(BA-BDC)] Einkristalle (M = Zn, Cu).

Fiir die von mir im Arbeitskreis von Prof. Susumu Kitagawa am Institut for Intigrated
Cell-Material Science (iCeMs) an der Universitdt Kyoto, Japan, durchgefiihrten Arbeiten
wurden MOF-Einkristalle synthetisiert. Einkristalle bieten den Vorteil, dass die
Untersuchungen durch Einkristallrontgendiffraktometrie eine exakte Strukturaufklarung
liefert. Die Synthese des [Zn(BA-BDC)(dabco)os] ist bereits bekannt und wurde aus der

Literatur ibernommen.11?

[Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] — Es wurden [Zn(NOs),*6H20] (49.8 mg, 0.168 mmol, 1 eq),
dabco (9.4 mg, 0.084 mmol, 0.5 eq) und BA-BDC (46,7 mg, 0.168 mmol, 1 eq) vollstandig in
3 ml DMF gel6st und in einem verschlossenen Glasrohrchen fir 48 h auf 85 °C erhitzt.
AnschlieBend wurde das DMF abdekantiert und die Kristalle mit frischen DMF gewaschen.
Bis zur weiteren Verwendung wurden die Kristalle in DMF im Dunkeln aufbewahrt.

[Zn(BA-BDC)] — Es wurden [Zn(NOs3),*6H,0] (49.8 mg, 0.168 mmol, 1 eq) und BA-
BDC (46,7 mg, 0.168 mmol, 1 eq) vollstandig in 3 ml DMF gelost und in einem
verschlossenen Glasréhrchen fir 48 h auf 90 °C erhitzt. AnschlieRend wurde das DMF
abdekantiert und die Kristalle mit frischem DMF gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung
wurden die Kristalle in DMF im Dunkeln aufbewahrt.

[Cu(BA-BDC)(dabco)o.s] — Es wurden [Cu(NOs),*6H,0] (40.5 mg, 0.168 mmol, 1 eq),
dabco (9.4 mg, 0.084 mmol, 0.5 eq) und BA-BDC (46,7 mg, 0.168 mmol, 1 eq) vollstandig in
3 ml DMF gel6st und in einem verschlossenen Glasréhrchen fiir 48 h auf 85 °C erhitzt.
AnschlieBend wurde das DMF abdekantiert und die Kristalle mit DMF gewaschen. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Kristalle in DMF im Dunkeln aufbewahrt.

[Cu(BA-BDC)] — Es wurden [Cu(NO3),*6H,0] (40.5 mg, 0.168 mmol, 1 eq) und BA-
BDC (46,7 mg, 0.168 mmol, 1 eq) vollstindig in 3 ml DMF gelést und in einem
verschlossenen Glasrohrchen fir 48 h auf 90 °C erhitzt. Anschlieend wurde das DMF
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abdekantiert und die Kristalle mit DMF gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Kristalle in DMF im Dunkeln aufbewahrt.

Alle Kristalle wurden nach der Synthese mit Rontgenpulverdiffraktometrie und
Infrarot-Spektroskopie untersucht. Fiir [Zn(BA-BDC)] und [Cu(BA-BDC)] konnten Kristalle
fir die Rontgeneinkristalldiffraktometrie erhalten werden.
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3.5 Postsynthetische Modifikation der SURMOF Substrate

3.5.1 SURGEL Umwandlung von [Cu(DA-SBDC)] und [Cu(DA-SBDC)(dabco)o.5]

Die Umwandlung der Azid-funktionalisierten SURMOFs zu den SURGELs erfolgt in
zwei Schritten, die im Folgenden erlautert werden.
Im ersten  Schritt  werden die  Azid-funktionalisierten =~ SURMOFs mit
Trimethylethantripropiolat, einem multifunktionellen Alkin Sekundarlinder umgesetzt. In
einer 1,3 dipolaren Cycloaddition (Alkin-Azid Klick Reaktion) wird je eine Azid- und die Alkin-
Gruppe zu einem Triazolring umgesetzt. Da der Sekundarlinker (11) drei Alkingruppen
aufweist, kann er mehrere Primarlinker verbinden, was zu einer Quervernetzung des
SURMOFs fiihrt. In einem zweiten Schritt werden die Metallionen mit
Ethyldiamintetraessigsdure (EDTA) aus dem Gerist herausgelost. Durch die zuséatzliche
Verstrebung der organischen Linkermolekiile, bleibt die Struktur des Gerlistes auch ohne
die sonst fiir die Struktur mal3geblich verantwortlichen Metallionen, stabil. Die Synthese
wurde analog der in der Literatur beschriebenen Synthesevorschrift durchgefiihrt.83

Schema5 Reaktionsschema der 1,3 dipolaren Cycloaddition (Alkin-Azid Klick Reaktion) des [Cu(DA-
SBDC)] mit dem trifunktionalen Alkin Sekundarlinkers (11) zu dem quervernetzen SURMOF
Gerdist.

Quervernetzungsreaktion — Die frisch synthetisierten [Cu(DA-SBDC)] bzw. [Cu(DA-
SBDC)(dabco)os] Praparate  wurden in  eine 1mg/ml Toluollésung des
Trimethylethantripropiolats (11) eingelegt. Die Proben wurden fiir 7 Tage im Dunkeln in
Stickstoffatmosphare auf 80 °C erhitzt. Anschliefend wurden die Proben griindlich mit
Ethanol gespilt und in einen Strom aus trockenem Stickstoff getrocknet.

Umwandlung des quervernetzen SURMOFs zu SURGEL - Die quervernetzten
SURMOF Proben wurden in 10 ml einer gesattigten EDTA Losung - Ethanol/Wasser (1/1)
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gegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur belassen. Anschliefend wurden die Proben
mit Ethanol und Wasser gespiilt und in einem Strom aus trockenem Stickstoff getrocknet.

3.5.2 SURGEL Umwandlung von [Zn(BA-BDC)] und [Zn(BA-BDC)(dabco)o.5]

Das Vernetzen der Alken-funktionalisierten [Zn(BA-BDC)] bzw. [Zn(BA-
BDC)(dabco)os] MOFs erfolgt tiber eine Thiol-en Klick-Reaktion. Als Sekundarlinker werden
mehrfach funktionalisierte Thiole verwendet. Die Thiol-en Reaktion ist eine radikalische
KettenlUbertragungsreaktion, durch Bestrahlung des Thiols mit UV Licht, wird ein Thiol-
Radikal gebildet. Wie in Schema 6 zu sehen ist, wird es mit dem Alken in einer radikalischen

Addition zu einem Thioester umgesetzt.

Z Ry
R-SH R/S\//.\.RA]
HS

Zn Zn Zn Zn Zn Zn
1 1 T T O\v/o
O+ -0 Oses S

O P

O\/\ + g hv 0 0
—_—

\/\o 0 Toluol OH o
SRR oo (TS
Zn Zn SH Zn Zn S

(12)

Schema 6 (Oben) Reaktionsschema der Thiol-en Klick-Reaktion. Das durch Bestrahlung mit UV Licht
erzeugte Thiol Radikal wird in einer radikalischen Additionsreaktion mit dem Alken zu
einem Thioether umgesetzt. (Unten) Reaktionsschema des Alken-funktionalisierten
[Zn(BA-BDC)] MOFs mit einem multifunktionellen Thiol Molekdil. In dem hier dargestellten
Schema wird die Reaktion mit dem bifunktionalen Sekundarlinker 2,2’-
(Ethylenedioxy)diethanethiol (DET) (12) dargestellt.
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Die Gel-Umwandlung lauft analog zu den in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Systemen
in zwei Schritten. Im ersten Schritt werden die SURMOFs wie in Schema 6 (unten)
dargestellt Gber eine Thiol-en Klick Reaktion vernetzt. Im zweiten Schritt werden die
Metallionen mit einer EDTA Losung aus dem Gitter herausgelost. Fiir die Vernetzung der
Alken-funktionalisierten [Zn(BA-BDC)] und [Zn(BA-BDC)(dabco)os] MOFs wurden drei
verschiedene Thiol-funktionalisierte Sekundarlinker verwendet. Die Struktur der
verwendeten Thiole wird in Schema 7 dargestellt. Verwendet wurden das
difunktionalisierte 2,2’-(Ethylenedioxy)diethanethiol (EDT) (12), (Ethylen-bis(2-
mercaptoacetat) (EMA) (13) und das tetrathiol-funktionalisierte Pentaerythritol
Tetramercaptoacetate (PETMA) (14).

(0] 0
o HS\//{ )X\/SH
O O
0 HS/jg gf\SH
12 13 14

Schema7 Schematische Darstellung der verwendeten multifunktionellen Thiol-Sekundarlinker (12)
2,2’-(Ethylendioxy)diethanthiol (EDT) (13) (Ethylen-bis(2-mercaptoacetat) (EMA) (14)
Pentaerythritol Tetramercaptoacetate (PETMA).

Quervernetzungsreaktion - Die frisch synthetisierten [Zn(BA-BDC)] bzw. [Zn(BA-
BDC)(dabco)os] Prdparate wurden in eine Toluollésung mit 2 pl/ml des jeweiligen
Sekundarlinkers (12, 13 bzw. 14) eingelegt. Die Proben wurden 24 h in der
Toluol/Sekundarlinker Lésung belassen und mit UV Licht mit einer Wellenlange von 365 nm
bestrahlt. AnschlieRend wurden die Proben griindlich mit Ethanol gespilt und in einen
Strom aus trockenem Stickstoff getrocknet.

Umwandlung des quervernetzen SURMOFs zu SURGEL — Die quervernetzten
SURMOF Substrate wurden in 10 ml einer gesattigten EDTA Losung (Ethanol/Wasser (1/1))
gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Rihren belassen.
AnschlieBend wurden die Proben griindlich mit Ethanol und Wasser gesplilt und in einem
Strom aus trockenem Stickstoff getrocknet.
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3.6 Postsynthetische Modifikation der magMOF Partikel

3.6.1 magGEL Nanopartikel

Die Herstellung der magGEL Nanopartikel erfolgt in drei Schritten. Im ersten Schritt
wird der [Zn(BA-TPDC)] magMOF auf die Partikel aufgewachsen. Die Synthesevorschrift flr
das Schritt-fiir-Schritt Wachstum der magMOF Schicht wurde in Kapitel 3.4.2 im Detail
beschriebenen. Dieser Vorschrift folgend wurden 2 mg der COOH funktionalisierten
Nanopartikel abwechselnd in eine 2 mM [Cu(OAc)2*2H20] und eine 0.25 mM (BA-TPDC)
Ethanoll6sung getaucht. Zwischen jedem Schritt wurden die Partikel mit Ethanol gespiilt.

Im zweiten Schritt wurden die frisch synthetisierten [Cu(BA-TPDC)] magMOF-
Partikel in eine Losung aus 1 mg/ml Trimethylolethane tripropiolate (11) in Toluol gegeben
und fir 7 Tage bei 80 °C im Dunkeln gerihrt. AnschlieRend werden die vernetzten Partikel
griindlich drei Mal mit Ethanol gewaschen.

Fir den letzten Schritt der magGEL Synthese werden die vernetzten magMOF
Partikel in 10 mL einer gesattigten EDTA-L6sung in Ethanol/Wasser (1/1) getaucht und fur
30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlielend werden die fertigen magGEL Partikel je
zwei Mal grindlich mit Wasser und Ethanol gewaschen und bis zur weiteren Verwendung
in Ethanol aufbewahrt.

3.6.2 Synthese der multilagigen Farbstoff-funktionalisierten Mikropartikel

Fiir die Synthese der Farbstoff-funktionalisierten Multilagenpartikel wurden SiO;-
MAG-COOH Partikel der Firma Microparticles GmbH verwendet. Die monodispersen
Partikel besitzen einen Durchmesser von etwa 5 pum und sind mit COOH Gruppen
funktionalisiert. Der sukzessive Aufbau der Partikel wird in Abb. 33 gezeigt, die einzelnen
Schritte werden im Folgenden genau erlautert.
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Abb.33  Schematische Darstellung der Synthese der blau/roten Multischalen magMOF Partikel. (a)
10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] (b) Klick-Reaktion des blauen Farbstoffs (15) (c) 16 Zyklen
[Cu(TPDC)] als Abstandhalter zwischen der blauen und der roten Schicht (d) 10 Zyklen
[Cu(BA-TPDC)] (e) Klick-Reaktion des roten Farbstoffs (16).

(a) 10 Zyklen (Cu(BA-TPDC)] — Die COOH funktionalisierten SiO;-MAG Partikel
werden nach der in Kapitel 3.4.2 im Detail erlauterten Synthesevorschrift mit 10
Zyklen [Cu(BA-TPDC)] beschichtet. Dafiir wird als Linker-Losung eine 0.25 mM
Bis(azidomethyl)-terpehyldicarbonsaure (BA-TPDC) (4) Losung verwendet und
je 10 Mal abwechselnd mit der 2 mM [Cu(OAc),*H,0] Losung zu den Partikeln
gegeben. Zwischen jedem Schritt werden die Partikel mit Ethanol gewaschen.

(b) Klick-Reaktion des blauen Farbstoffmolekiils — Die SiO,-MAG@Cu(BA-
TPDC)](10) Partikel werden 3 Mal mit Methanol gewaschen und fir die
kupferkatalysierte Alkin-Azid Klick-Reaktion mit dem Alkin-funktionalisierten
Farbstoffmolekil 15, unter Argonatmosphare in ein verschlossenes Schlenkrohr
gegeben. Es werden 5 ml einer Losung aus 50 ug des blauen Farbstoffs 450-
Amino Naphta-(imidalkin) (15) und 50 pg des Cu(l) Katalysators
(Tetrakis(Acetonitril)Kupfer(l) Hexafluorophosphat) in trockenem Methanol
hinzugegeben und fir 24 h bei 35 °C geriihrt. Nach der Reaktion werden die
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(c)

Partikel magnetisch von der Losung abgetrennt und drei Mal mit je 2 mL Ethanol
gewaschen.

16 Zyklen [Cu(TPDC)] — Als Abstandhalter zwischen den beiden Farbstoff-
funktionalisierten Schichten, werden die mit dem blauen Farbstoff beladenen
MAG@Cu(BA-TPDC)](10) Partikel anschlieBend mit 16 Zyklen [Cu(TPDC)]
beschichtet. Daflir wird abwechselnd je 16 Mal eine eine 2 mM [Cu(CH3CO2
)2*H20] und eine 0.25 mM (TPDC) (10) Losung zu den Partikeln gegeben.
Zwischen den einzelnen Schritten wird jeweils mit 2 mL Ethanol gespiilt.

(d) 10 Zyklen (Cu(BA-TPDC)] — Die dulRerste Schicht wird wiederum mit dem Azid-

(e)

funktionalisierten BA-TPDC durchgefiihrt, um diese mit dem roten Farbstoff
beladen zu konnen. Daflir wird je 10 Mal abwechseln eine 0.25 mM
Bis(azidomethyl)-terpehyldicarbonsdure (BA-TPDC) (4) und eine 2 mM
[Cu(CH3CO2)2*H,0] Losung zu den Partikeln gegeben und zwischen jeden Schritt
mit Ethanol gespuilt

Klick-Reaktion des roten Farbstoffmolekiils — Im letzten Schritt der Synthese
der Multischalenpartikel wird die duRerste, Azid-funktionalisierte magMOF
Schicht in einer kupferkatalysierten Alkin-Azid Klick-Reaktion mit einem roten,
fluoreszenten Farbstoff beladen. Dafiir werden die Partikel in 5 mL einer Losung
von 50 pg des roten Farbstoffs (550-Red Oxazine Alkin) (16) und 50 pg des Cu(l)
Katalysators (Tetrakis(Acetonitril)Kupfer(l) Hexafluorophosphat) in trockenem
Methanol gegeben. Die Reaktionslosung wird unter Stickstoffatmosphare bei 35
°C fur 24 h geriihrt.

3.6.3 Synthese der Farbstoff beladenen magGEL Kapseln

Fiir die Synthese der magGEL Kapseln wurden SiO,-MAG-COOH Partikel der Firma
Microparticles GmbH verwendet. Die monodispersen Partikel besitzen einen Durchmesser

von etwa 5 um und sind mit COOH Gruppen funktionalisiert. Abb. 34 zeigt den sukzessiven

Aufbau der magGEL Kapseln, im Folgenden werden die einzelnen Syntheseschritte genau

erlautert.
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Abb. 34
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Schematische Darstellung der Synthese der magGEL Kapseln auf SiO,-MAG-COOH
Mikropartikeln. (a) 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] (b) Beladung mit dem griinen fluoreszenten
Farbstoffmolekiil Alkyne Mega Stokes dye 608 (17) (c) 20 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] (d)
Quervernetzung der duleren Schale mit dem Trialkin-Sekundarlinker (e) Entfernung der
Kupferionen mittels EDTA-L&sung.

10 Zyklen (Cu(BA-TPDC)] — Die COOH funktionalisierten SiO,-MAG-Partikel
werden nach der in Kapitel 3.4.2 im Detail erlduterten Synthesevorschrift mit 10
Zyklen [Cu(BA-TPDC)] beschichtet, daftir wird als Linker-Losung eine 0.25 mM
Bis(azidomethyl)-terpehyldicarbonsaure (BA-TPDC) (4) Losung verwendet und
je 10 Mal abwechselnd mit der 2 mM [Cu(CH3COz);*H20] Losung zu den
Partikeln gegeben. Zwischen jedem Schritt werden die Partikel mit Ethanol
gewaschen.

Klick-Reaktion des griinen Farbstoffs — Der Farbstoff wird durch eine durch
Ringspannung beglinstigen 1,3 diploraren Cycloaddition (SPAAC aus dem
Englischen, strainpromoted metal-free click reaction, azid-alkyne cycloaddition)
in den SURMOF eingebracht. Durch die Ringspannung des Cyclooctin Rings
(siehe Abb. 34 (a)) wird das Alkin so aktiviert, dass die Klick-Reaktion ohne den
Cu(l) Katalysator ablaufen kann. Fiir die Reaktion werden die Partikel zweimal
mit je 2 ml Toluol gewaschen und zu einer Losung aus 0.1 mg des Alkyne Mega
Stokes dye 608 (17) (Aldrich) in 10 ml Toluol gegeben. Die Reaktionsmischung
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c)

d)

e)

wird im Dunkeln fiir 2 Tage auf 50 °C erhitzt. AnschlieRend werden die Partikel
3 Mal mit je 2 ml Ethanol gewaschen.

20 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] — Fiir die Synthese der zweiten magMOF Schicht
werden die grindlich gewaschenen, mit dem grinen Farbstoff beladenen
Partikel, mit weiteren 20 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] beschichtet. Daflir wird die in
3.4.2 beschriebene Synthese mit einer 2 mM [Cu(CH3CO27)>*H20] und einer 0.25
mM BA-TPDC (4) Lésung in Ethanol durchgefiihrt.

Quervernetzungsreaktion — Die frisch synthetisierten Partikel aus (c) werden
zweimal mit Toluol gewaschen und anschlieRend mit einer Lésung von 10 mg
des Trimethyloethan-tripropiolats (11) in 10 ml Toluol (berschichtet. Die
Partikel werden mit dem Magnetriihrer in Emulsion gebracht und fir 7 Tage auf
80 °C erhitzt. Um die Azid-Gruppen zu schiitzen wird die Reaktion im Dunkeln
unter Stickstoffatmosphdre durchgefiihrt. Nach Beenden der Reaktion werden
die Partikel 3 Mal mit Ethanol gewaschen.

Umwandlung magMOF zu magGEL — Die Quervernetzen, mit dem griinen
Farbstoff beladen Partikel aus (d) werden mit 10 ml einer gesattigten EDTA-
Losung in einer Ethanol/Wasser Mischung im Verhaltnis 1/1 Gberschichtet und
far 30 min geruhrt. AnschlieBend werden die magGEL Kapseln griindlich mit
Ethanol und Wasser gewaschen.
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3.7 Ubertragung der SURGEL Membranen

Um das SURGEL als Zellwachstums-Substrat verwenden zu kdnnen, ist es notwendig
die SURGEL Schicht von dem fiir die Synthese verwendeten Gold-Wafer abzutrennen. Da
die Zellen fir die spatere Analyse mit einem fluoreszenten Farbstoff angefarbt und unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden, ist es von Vorteil, ein transparentes
Substrat zu verwenden. Mit einem von der Gruppe um Prof. Golzhduser entwickelten
Verfahren!?2123 kann die SURGEL Membran von dem Gold Substrat gelést und auf das Glas
Ubertragen werden. Die einzelnen Schritte der Synthese werden in Abb. 35 dargestellt und
im Folgenden beschrieben.

A— é> 4

Glimmer + Gold + SURGEL Glimmer + Gold + SURGEL + PMMA Gold + SURGEL + PMMA

;
) d
AR . & y

Glas + SURGEL Glas + SURGEL + PMMA SURGEL + PMMA

Abb. 35 Schematische Darstellung der Ubertragung der SURGEL-Membran von dem Gold/Glimmer
Substrat auf Glas.

Fiir die Ubertragung werden die auf den Glimmer/Gold Substraten synthetisierten
SURGELs verwendet. Die genaue Synthese der SURMOFs und deren Umwandlung zu
SURGEL wird detailliert in Kapitel 3.5 beschrieben.

(a) Um die freistehende Membran zu erhalten wird im ersten Schritt mit dem
Spincoater eine Polymethylmethacrylat (PMMA) Acetonlosung dinn und
gleichmaRig auf das SURGEL aufgetragen. Nach dem Aushdrten des PMMAs,
wirkt diese Schicht als unterstitzende Membran, um das filigrane SURGEL
wihrend des Ubertragens zu stabilisieren.

(b) Um das Glimmer von der Goldschicht zu trennen, wird das Substrat zunachst fiir
je funf Minuten auf einer wassrigen I2/KI-Lésung und anschlieRend KI-Losung
aufschwimmen gelassen um das Gold anzulésen. AnschlieRend kann das
Glimmer Substrat durch seitliches Eintauchen in Wasser vom Gold getrennt
werden. 1?4

(c) Die restliche Goldschicht wird in einer wassrigen I,/Kl aufgelost und die SURGEL
PMMA Membran griindlich dreimal fiir je 10 min in Wasser gewaschen.
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(d) Die Membran wird anschlieBend mit einem 2x2 cm Deckglas aus der Losung
aufgenommen und fir mindestens 2 h an Luft getrocknet.

(e) Im letzten Schritt wird die PMMA Schicht aufgeldst, dafiir wird das Glas-SURGEL
Substrat 3 Mal fiir 20 min in Aceton gelegt, anschliefend griindlich mit Aceton
gespllt und in einem trockenem Stickstoffstrom getrocknet.
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3.8 Funktionalisierung und Strukturierung der SURGELs
3.8.1 Funktionalisierung mit RGD

Um die Eigenschaften des SURGELs als Zellwachstumssubstrat zu verbessern, wird
die Oberfliche des SURGELs mit der Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RGD)
funktionalisiert. Die Arg-Gly-Asp (RGD) Einheit dient als Erkennungssequenz fiir die in der
Zellwand befindlichen Integrin—Proteine und verbessert somit die Oberflaichenadhésion
der Zellen. Als Ankergruppen werden die endstandigen, im SURGEL noch vorhandenden
Alkin Gruppen des Sekundarlinkers (11) verwendet. Das RGD (18) wird via Thiol-en Klick-
Reaktion an das SURGEL aufgebracht. Dafiir wird eine Aminosauresequenz verwendet, die
als Endgruppe die RGD Einheit (Arg-Gly-Asp) aufweist, die durch vier verbriickende,
hydrophile Aminosduren mit einem Thiol-funktionalisierten Cystein verbunden sind (siehe
Schema 8).

NH,
HN=
NH
}LH o HHo\E o, o HHO\; o
HO._ N N A N N A NH
o) o 3 o) o ", © SH

OH

NH,
(18)

Schema 8 Schematische Darstellung der hydrophilen Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp-Ser-Lys-Gly-
Ser-Ser-Cys (18). Die Arg-Gly-Asp (RGD) Endgruppe dient als Erkennungssequenz fir die in
der Zellwand befindlichen Integrin — Proteine und verbessert somit die
Oberflachenadhésion der Zellen. Das Cystein weist eine Thiol-Gruppe auf, mit dem die
Aminosduresequenz via Thiol-en Klick-Reaktion mit dem SURGEL verbunden werden kann.

Da die Thiol-en Reaktion eine UV-Licht initiierte Reaktion ist, kann die Oberflache
durch Verwenden einer Photomaske gezielt nur an bestimmten, dem UV Licht zuganglichen
Stellen funktionalisiert werden. Die genaue Durchfihrung der verschiedenen
Oberflachenfunktionalisierungen wird im Folgenden beschrieben.

Um die Oberflache flachig zu funktionalisieren, wird das auf das Deckgldaschen
Ubertragene SURGEL vollstandig mit einer wassrigen RGD-L6sung (500 pg/ml) bedeckt. Das
Substrat wird fir 30 min mit UV-Licht mit einer Wellenldange von365 nm beschienen. Nach
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Beenden der Reaktion wird das Substrat griindlich mit Wasser gespiilt und in einem Strom
aus trockenem Stickstoff getrocknet.

Die Strukturierung der Oberflache mit RGD wurde mithilfe von Wengian Feng aus
der Gruppe von Dr. Pavel Levkin am Institut fir Toxikologie und Genetik (ITG) durchgefiihrt.
Es wurden Quarzglasmasken verwendet, die nur an bestimmten Bereichen UV-Licht
durchlassig sind. Es wurden 2 Tropfen der wassrigen RGD-Losung (500 pg/ml) auf die
SURGEL-Membran getropft und anschliefend mit der Photomaske bedeckt. Dabei ist zu
beachten, dass die Photomaske vollstandig auf der Probe aufliegt, um ein seitliches
Eindringen des UV-Lichtes zu verhindert. Die Probe wird unter eine 255 nm UV-Lampe
platziert und fir 3 min bestrahlt. AnschlieBend wird die Probe griindlich mit Wasser gespult
und in einem trockenen Stickstoffstrom getrocknet.

3.8.2 Funktionalisierung mit Oligoethylenglycol (OEG) und 1-Oktadekanthiol (C18)

Oligoethylenglykole (OEG) sind lineare, kurzkettige Einheiten von Ethandiol (-CH,-
CH>-0-)n, langkettigere Einheiten werden Polyethylenglykol (PEG) genannt und wegen ihrer
nicht-toxischen und hydrophilen Eigenschaften oft in der medizinischen Anwendungen
eingesetzt. Whideside et. al. verwendeten erstmals Thiol-funktionalisierte OEGs zur
Herstellung von SAMs auf Gold Substraten und fanden heraus, dass die hydrophilen OEG
funktionalisierten Oberflachen proteinabweisenden Eigenschaften aufweisen. 12> Um die
SURGEL-Membranen nun mit unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften auszustatten,
wird die Oberflaiche mit (11-Mercaptoundecyl)hexa(ethylenglykol) (OEG-6) (19) und
1-Oktadekanthiol (C18) funktionalisiert.

Die mit einem endstandigen Thiol funktionalisierten OEG bzw. C18 Molekile
werden Uber eine Thiol-en Klick Reaktion mit den Alkin-Gruppen der SURGELs verknipft.
Die Reaktionen wurden wie folgt durchgefihrt.

OEG-6 - Die auf Deckglaschen (bertragenen (siehe Kapitel 3.7) SURGEL
Membranen, werden mit 3 mL einer Losung aus (11-Mercaptoundecyl)hexa(ethylenglykol)
(OEG-6) (19) (200 pg/ml) in Wasser liberschichtet und fir 30 min unter einer UV Lampe mit
einer Wellenldnge von 365 nm platziert. Nach Beenden der Reaktion wird die Probe
grindlich mit Wasser gespult und unter einem Strom aus trockenem Stickstoff getrocknet.

C18 - Die auf Deckglaschen Ubertragenen (siehe Kapitel 3.7) SURGEL Membranen,
werden mit 3 mL einer 1 mM L6sung aus 1-Oktadekanthiol (C18) in Ethanol tGberschichtet
und far 30 min unter einer UV Lampe mit einer Wellenlange von 365 nm platziert. Nach
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Beenden der Reaktion wird die Probe griindlich mit Wasser gespuilt und unter einem Strom
aus trockenem Stickstoff getrocknet.
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3.9 Durchfiihrung der Zellexperimente

Die Zellexperimente wurden in Kooperation mit verschiedenen Arbeitsgruppen am
IFG und an der Pharmazeutischen Fakultat der National Universitat Singapur durchgefiihrt.
Dabei wurde die Synthese, chemische Funktionalisierung und Vorbereitung der SURGEL
Substrate von mir durchgefiihrt, die Zellkultivierung und anschlieffende Auswertung
erfolgte dann mit anderen Arbeitsgruppen, die im Folgenden jeweils benannt sind.

3.9.1 CAL-72 Zellen

Die Eignung von SURGEL als Zellwachstumssubstrat fiir die Osteoblasten-ahnliche
Zelllinie CAL-72, wurde in Kooperation mit Prof. Cornelia Lee-Thedieck vom Institut fir
Funktionelle Grenzflachen durchgefiihrt.

Fiir die Verwendung der SURGEL-Membranen als Zellkultivierungssubstrate werden
diese zunachst, wie in Kapitel 3.8 beschrieben, mit RGD funktionalisiert.

Die CAL-72 Zellen wurden vom Leibnitz Institut DSMZ — German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Deutschland) erhalten und in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) aufbewahrt.

Fir die Zellkultur Experimente wurden die 10 x 10 mm SURGEL Membranen mit der
in Kapitel 3.7 beschriebenen Methode auf 18 x 18 mm Deckglaser Gbertragen und in einer
Losung aus 70 % Ethanol fiir 30 Minuten sterilisiert. AnschlieBend werden die Membranen
mit einem Phosphatpuffer Saline (PBS) und DMEM high glucose gewaschen. Die CAL-72
Zellen werden auf die funktionalisierten SURGEL Substrate mit einer Dichte von 5000 Zellen
pro cm? ausgesidht und mit DMEM mit 2 % FBS (Fetal Bovine Serum) und 1 % IST (Insulin,
Transferrin und Selenium) bedeckt.

Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden werden nicht adharierte Zellen durch
Waschen mit PBS entfernt. Die Proben werden mit 4 % PFA in PBS fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert, mit 0.1 % (v/v) Triton X-100 (Roth, Karlsruhe) in PBS fiir 5 Minuten
permeabilisiert und anschlieRend mit einer 1 % (w/v) BSA in PBS Losung fur 30 min gegen
unspezifische Antikorperbindung blockiert.

Fir das fluoreszente Anfarben werden die Proben in Alexa Fluor® 488 Phalloidin
(Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) verdinnt 1:40 und DAPI (Serva,
Heidelberg, Deutschland) verdiinnt 1:1000 in PBS fiir 30 Minuten inkubiert.

Die Fluoreszenz-Aufnahmen wurden an einem Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Inc.,
Jena, Deutschland) mit der Zeiss ZEN Blue Imaging Software (Carl Zeiss Inc.) aufgenommen
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und hinsichtlich der Zellzahlen (= Anzahl DAPI gefarbte Kerne) pro Mikroskopfeld
untersucht.

3.9.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Eine weitere Studie wurde in Kooperation mit Prof. Ee von der Pharmazeutischen
Fakultat der National University of Singapore durchgefiihrt. Dafiir wurden mesenchymale
Stammzellen und Human dermal fibroblasts verwendet. Es wurde sowohl die Eignung der
SURGELs als Wachsstumssubstrat, als auch das Differenzierungsverhalten der MSC Zellen
auf dem SURGEL getestet.

Um die Zellviabilitat zu testen, werden die Lebendzellzahlen im Vergleich zu dem
umgebenden Deckglas aufgezeichnet. Im ersten Schritt wurden SURGEL-Membranen mit
der in Kapitel 3.7 beschriebenen Methode auf runde, 10 mm im Durchmesser grof3e
Deckglaser Gibertragen. Direkt vor der Zellibertragung werden diese in eine 24-Loch Platte
gelegt und fir 30 min unter UV Licht sterilisiert. AnschlieRend werden 15000
mesenchymale Stammzellen in jedes Loch gegeben und mit 500 ul Medium bedeckt. Die
Inkubationszeit der Zellen betrégt drei Tage.

An Tag drei nach dem Aussdhen wird das Medium herausgenommen und die
Anfarbe Losung hinzugegeben(Lebend/tot Kit und Hoechst 33342). Die Inkubationszeit der
Anfarbe Mittel betragt 20 Minuten. AnschlieBend werden die Zellzahlen mit dem
Konfokalmikroskop aufgenommen, die Bilder und Zellzahlen werden mit Image)
bearbeitet.
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4 ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendung der SURMOFs auf die Bereiche der
Biologie und Biotechnologie zu erweitern. Die neu entwickelte Materialklasse der SURGELe,
die einerseits die Eigenschaften der SURMOFs (prazise, molekulare Ordnung, hohe
Variabilitdt in der Struktur und der Zusammensetzung) und andererseits die der
Polymergele (Stabilitat in physiologischen Umgebungen und Biokompatibilitdt) besitzen, ist
hinsichtlich dessen ein sehr vielversprechendes Material 8384 Erste Studien zur
Biokompatibilitat und zur Einlagerung von kleinen Molekiilen waren sehr vielversprechend
und zeigen das hohe Potential des SURGELs in der biologischen Anwendung. Wie in Kapitel
1.4 diskutiert ist nicht nur der molekulare Aufbau von Biomaterialen von Bedeutung fir
eine ideale Zellanbindung, sondern auch die hierarchische Strukturierung des Materials
und eine strukturierte Bio-Funktionalisierung der Oberflache. In dieser Arbeit wurde an der
Optimierung all dieser Eigenschaften gearbeitet. Die Arbeit gliedert sich entsprechend der
verschiedenen Langenskalen. In Kapitel 4.1 wird die Vielfalt der strukturellen Moglichkeiten
im Nano- und Mikrometer Bereich diskutiert. Die Verwendung verschiedener Substrate wie
Nanopartikel oder Gold beschichteten Mica Wafern erlaubt neben den wohlbekannten
Oberflachenfilmen die Herstellung von freistehenden Nanomembranen oder hierarchisch
strukturierten SURGEL Kapseln. In Kapitel 4.2 wird auf die laterale Oberflachen-
funktionalisierung und die Wechselwirkungen des Materials mit verschiedenen Zelllinien
eingegangen. Schliellich wird im letzten Kapitel 4.3 die Variabilitdt und Flexibilitdt des
Materials auf der molekularen Langenskala vorgestellt. Die Variabilitdt der Linker und somit
der PorengréBe und Eigenschaft, sowie verschiedene Systeme der Quervernetzung
innerhalb der Poren werden diskutiert.

Abb. 36 gibt einen Uberblick tber das Zusammenwirken der verschiedenen
Strukturierungen bei der Zell-Material Wechselwirkung wie sie fur diese Arbeit relevant
sind.
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g Freisetzung eingelagerter
Oberflachenstrukturierung mit Biomolekiile
Biomolekiilen

* I
Molekulare Variabilitat der
Linkermolekiile

Abb. 36 Hierarchisch strukturierte Biomaterialien die aus molekular strukturierten Materialien
aufgebaut werden, kénnen auf mehreren Langenskalen definierte und fiir die Zellen
optimierte Funktionalitdten enthalten.
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4.1 Stimuli-responsive Polymersysteme zum Einsatz in der
kontrollierten Wirkstofffreisetzung

4.1.1 Einleitung

Wie in der Einleitung in Abb. 12 beschrieben finden die Wechselwirkungen der
Zellen mit Biomaterialien auf verschiedenen Ebenen statt, sowohl physikalische Signale,
wie Elastizitat und Topographie als auch biochemische Signale von umgebenden Molekiilen
sind entscheidend fiir das Zellverhalten. Daher ist eine Strukturierung des Materials auf
verschiedenen Langenskalen notwendig, um Zellen ideal ansprechen und beeinflussen zu
konnen. In diesem Kapitel wird die hierarchische Strukturierung im Nano- und Mikrometer
Bereich diskutiert. Der Aufbau der SURMOFs durch den Lage-fiir-Lage Aufbau erméglicht
einen relativ leichten Zugang zu einem hierarchisch strukturierten Material. Wie Wang
et.al. kirzlich zeigen konnte, wird das SURMOF Wachstum nicht durch den Wechsel des
Linkermolekils nach einer gewlinschten Anzahl von Zyklen unterbrochen.?® So kénnen
Multischicht SURMOF-Systeme entworfen werden, deren einzelne Schichten sogar groRe
Unterschiede in der Gitterkonstante aufweisen kdnnen.

In diesem Kapitel soll der hierarchische Aufbau von magMOF-Partikeln
(Kapitel 1.2.2) zu multilagigen, funktionellen Kapseln gezeigt werden, die fir die
Wirkstofffreisetzung von Medikamenten eingesetzt werden sollen. Die Bedeutung von
magnetischen Nanopartikeln in der medizinischen Anwendung wurde bereits in
Kapitel 1.2.3 diskutiert, diese liegt vor allem in der hypothermischen Behandlung von
Tumorgeweben. Eine Methode die vor allem in Zusammenhang mit einer medikamentdsen
Behandlung groRen Erfolg zeigt.®*'?” Die Beschichtung von Nanopartikeln mit einer
funktionellen, pordsen Schicht die mit Medikamenten beladen, zum Tumorgewebe
transportiert und dort durch stimulierte Umgebungsreize wieder freigesetzt werden
kénnen, ist ein vielversprechender Ansatz.

Auch der Einsatz von MOFs als Wirkstofftragermaterialien wurde ausfihrlich
diskutiert, dabei konnten von der Gruppe um Gerard Férey fiir die direkte Injektion von
MOF Partikeln in die Blutbahn gute Ergebnisse hinsichtlich der Stabilitat und der
Freisetzung gezeigt werden.’? Zur oralen Verabreichung wird aber zusatzlich dazu eine
mechanische und chemische Stabilitat des Materials in der sauren Umgebung des Magens,
bzw. der basischen Umgebung des Darms notwendig, die bis heute oft in Form von
Tabletten unter Verwendung von Bindemitteln erreicht wird.

Die Moglichkeit eine hierarchisch strukturierte SURMOF-Synthese auf
magnetischen Nano- bzw. Mikropartikeln durchfihren zu kénnen, kombiniert mit der
anschlielenden Konversion der SURMOFs zu einem biokompatiblen und wasserstabilen,
polymeren Gel, ermoglicht den Aufbau von funktionellen Kapseln.!?8 In diesem Kapitel wird
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der Aufbau eines Modellsystems zur Wirkstofffreisetzung durch magGEL Kapseln auf
Mikropartikeln beschrieben. Um die Einlagerung und Freisetzung des eingelagerten Stoffes
gut verfolgen zu kdnnen, wurde mit fluoreszenten Farbstoffmolekiilen gearbeitet.

4.1.2 Farbstoffbeladene, hierarchisch strukturierte magMOF-Partikel

Um das Prinzip der hierarchischen Strukturierung von SURMOFs auf magnetischen
FesOs Nanopartikeln zu zeigen, wurden Schichten mit unterschiedlichen Farbstoffen
beladen und mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Fir die Synthese wurde ein Lage-fiir-
Lage Aufbau des Azid-funktionalisierten [Cu(BA-TPDC)] magMOFs auf magnetischen Fe30a-
Silika Partikel mit einem Durchmesser von etwa 5 um durchgefiihrt (siehe Abb. 37). Die
detaillierte Synthese der Multilagenpartikel wird in Kapitel 3.6.2 beschrieben, daher wird
an dieser Stelle nur eine grobe Ubersicht gegeben. Nach der Synthese von 10 Zyklen
[Cu(BA-TPDC)] ist in den Konfokalmikroskop-Aufnahmen noch keine Fluoreszenz erkennbar
(Abb. 37 (1.)). AnschlieBend wird das blaue, fluoreszente Farbstoffmolekil 450-Amino-
Naphta-(imidalkin) 15, mittels kupferkatalysierter Alkin-Azid Klick-Reaktion an die Azid-
Gruppen des magMOFs angebunden. Der blaue Farbstoff ist im Fluoreszenzmikroskop gut
sichtbar. Um nun den schichtweisen Aufbau sichtbar zu machen, wurde anschliefend eine
Zwischenschicht mit 16 Zyklen des nichtfunktionalisierten Terphenyldicarbonsaure (TPDC)
Linkers aufgewachsen, um anschlieend wiederum fir 10 Zyklen zu dem Azid-
funktionalisierten (BA-TPDC) zu wechseln. Diese duBere [Cu(BA-TPDC)] Schicht wird nun
wiederrum mit dem fluoreszenten, roten Farbstoff 55-Red Oxazine Alkin beladen.
Betrachtet man diese blau/rot funktionalisierten Partikel nun unter dem
Fluoreszenzmikroskop, kann man wie in Abb. 37 (3.) zu sehen, die hierarchische
Strukturierung der inneren blauen und der duBeren, roten Schichten erkennen.
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Abb. 37 Hierarchischen Aufbaus der Farbstoffbeladenen magGEL Mikropartikel. Zuerst werden die
etwa 5 um groRen Fes304 Partikel mit 10 Zyklen des [Cu(BA-TPDC)] magMOFs beschichtet
(1.), anschlieRend wird ein blauer Farbstoff angebunden (2.). Nach weiteren 16 Zyklen
[Cu(TPDC)] und 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] wird in die duRere Schicht ein roter Farbstoff
angebunden (3.). In den Konfokalmikroskop-Aufnahmen kann man den schichtweisen
Aufbau der Partikel erkennen.

Der erfolgreiche Schicht-flir-Schicht Aufbau kann auch im Rontgendiffraktometer
nachverfolgt werden. Abb. 38 zeigt die Diffraktogramme nach 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)]
(schwarz); 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] nach dem Anbinden des blauen Farbstoffmolekiils und
zusatzlichen 16 Zyklen [Cu(TPDC)] (blau) und den finalen Partikeln nach zusatzlichen
10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] mit dem roten Farbstoffmolekdl (rot). Die Daten zeigen nicht nur
die strukturelle Stabilitdit des MOFs wahrend der kupferkatalysierten Klick-Reaktion,
sondern auch das lineare Wachstum des magMOFs durch den Anstieg der Intensitat mit
steigender Schichtdicke.

Somit konnte sowohl im Fluoreszenzmikroskop als auch im Rontgendiffraktometer die
erfolgreiche Synthese der dreilagigen, hierarchisch strukturierten magMOF Partikel gezeigt

werden.
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Abb. 38 XRD der unterschiedlichen Stufen der farbstoffbeladenen Mikropartikel. (Unten — schwarz)
10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)], (Mitte - blau) 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] + blauer Farbstoff + 16
Zyklen [Cu(TPDC)], (Oben - rot) 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)], (blau) 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] +
blauer Farbstoff + 16 Zyklen [Cu(TPDC)] + 10 Zyklen [Cu(BA-TPDC)] + roter Farbstoff.

4.1.3 Konvertierung der magMOF zu magGEL Partikeln

Die von Manuel Tsotsalas fiir SURMOF-Strukturen entwickelte SURGEL-
Konvertierung durch die Quervernetzung der Primarlinker mittels Azid/Alkin Klick-Reaktion
wurde auch fir die magMOF-Systeme durchgefiihrt. Dafiir wurden —-COOH
funktionalisierte FesOa4 Partikel mit einem Durchmesser von 10 nm verwendet und in dem
bereits erlduterten Lage-fiir-Lage Verfahren mit dem kupferbasierten [Cu(BA-TPDC)] MOF
beschichtet. Die Beschichtung erfolgt, wie in Kapitel 3.6.1 naher beschrieben durch das
alternierende Eintauchen der Partikel in eine Kupferacetat bzw. DA-TPDC Lésung und
zwischenzeitlichem Waschen mit Ethanol. Um den linearen Aufbau des magMOFs zu
zeigen, werden Partikel mit 10, 20 bzw. 30 Zyklen hergestellt. Nach der magMOF Synthese
werden alle Partikel mit dem Trimethylethan-tripropiolat Sekundarlinker in einer
Alkin/Azid Klick-Reaktion quervernetzt und anschlieBend mit einer wassrigen
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) Losung behandelt, um die Kupferionen zu entfernen.
In Abb. 39 sind die einzelnen Schritte der magGEL Konvertierung dargestellt, die
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Vollstéandigkeit der Konvertierung wurde mittels XRD (a) und ATR Infrarotspektroskopie (b)
nachverfolgt.
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Abb. 39 Darstellung der magMOF Konvertierung in magGEL Partikel. (a) XRD Daten des reinen
magMOFs (oben), des quervernetzten magMOFs (mittig) und des magGELs (unten). (b) ATR
Infrarotspektren der verschiedenen Konvertierungsschritte (oben) reines magMOF (mittig)
guervernetzter magMOF (unten) magGEL.

Im IR-Spektrum des unbehandelten [Cu(TPDC)] magMOFs sind gut die
charakteristischen Banden der Carboxylatgruppe bei 1595 cm™ und 1404 cm™ zu erkennen.
Die erfolgreiche Quervernetzung durch den multifunktionellen Alkin Sekundarlinker wird
durch das Auftauchen neuer Banden (Abb. 39 (b) - rot) sichtbar. Wahrend die Intensitat der
Azid-Bande des BA-TPDC Linkers bei 2098 cm™ nach dem Quervernetzen stark abnimmt,
erscheint zeitgleich die Alkin-Bande des Sekundérlinkers bei 2020 cm™, sowie die Carbonyl
(C=0) Streckschwingung bei 1720 cm™ und der C-O—C Streckschwingung bei 1213 cm?, die
beide der Estergruppe des Sekundarlinkers zuzuordnen sind. Nach dem Herauslésen der
Kupferionen ist durch die Protonierung der Carboxylatgruppen eine Verschiebung von
1595 cm™ zu den typischen Peaks der Carbonsdure bei 1720 cm™ zu erkennen

Die XRD Daten des unbehandelten magMOFs zeigen die zu erwartenden Peaks und
somit die erfolgreiche Synthese des [Cu(BA-TPDC)] magMOFs. Der Peak bei 26 = 18.3 ° ist
charakteristisch fur die magnetischen Fe304 Kerne. Wie auch schon in vorhergehenden
Arbeiten gezeigt, erwirkt die Beladung des magMOFs mit dem Sekundarlinker keine
wesentlichen Verdnderungen des XRD Schemas.®3 Dies bestatigt dass die Struktur des
MOFs wahrend der Quervernetzung nicht verandert oder zersetzt wird. Erst nach dem
Entfernen der Kupfer-lonen ist eine drastische Abnahme der Peak-Intensitat zu
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beobachten, was mit der Transformation der Struktur zu einem XRD amorphem Gel zu
erklaren ist.

Fir einen weiteren Beweis der erfolgreichen Gel Konvertierung wurden
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Messungen durchgefiihrt. Dafiir wurden
Partikel mit 10, 20 bzw. 30 Zyklen des [Cu(BA-TPDC)] MOFs zu magGEL konvertiert und
anschliefend auf einem TEM-Gitter aufgebracht und untersucht. (siehe Abb. 40).

Abb.40  Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Aufnahmen der magGEL Partikel nach 10 (a), 20
(b) und 30 (c) Zyklen.

Man kann erkennen, dass die Schicht des magGELs nach der Konvertierung noch
vollstandig vorhanden ist und keine Defekte aufweist. Die TEM Aufnahmen wurden nach
10 (a), 20 (b) und 30 (c) Zyklen durchgefiihrt und zeigen deutlich den linearen Aufbau des
magMOFs durch die Lage-fiir-Lage Synthese. In den TEM Aufnahmen sind in der duBeren
SURGEL-Schicht ringartige Strukturen zu erkennen, ob diese von
Elektronendichteunterschieden der molekularen Struktur durch den Schicht-fir-Schicht
Aufbau kommen oder moglicherweise Artefakte der Elektronenbeugung sind ist nicht
eindeutig geklart.

4.1.4 Synthese stimuli-responsiver SURGEL-Kapseln durch multifunktionale
Polymerarchitektur

Nach der erfolgreichen Konvertierung von magMOF zu magGEL-Partikeln, sollen die
nun schon gewonnenen Kenntnisse iber einen hierarchisch strukturierten Aufbau mit dem
Ansatz der Gel Konvertierung kombiniert werden. Dieser Ansatz ist vor allem fir die
Anwendung in der Wirkstoffeinlagerung und —Freisetzung interessant, da innere Schichten
der multilagen Partikel mit einem Gastmolekiil beladen werden kénnen um sie
anschlielend mit einer schiitzenden, polymeren und porésen Gel-Schicht zu umschlieRen.
Bei den hier vorgestellten Partikeln wird eine innere magMOF-Schale mitteln Alkin-Azid
Klick-Reaktion mit dem fluoreszenten Farbstoff 17 beladen, die Alkingruppe des Farbstoffes
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wird mittels Ringspannung aktiviert, so dass die Reaktion ohne Kupferkatalysator ablaufen
kann (SPAAC - aus dem englischen strain-promoted azide-alkyne cycloaddition).
AnschlieBend wird die Schicht-fir-Schicht Synthese des azid-funktionalisierten [Cu(BA-
TPDC)] weitergefihrt, um eine zweite Schale um die fluoreszenten Partikel herum
aufzuwachsen. Wie in Abb. 41 gezeigt, wird im letzten Schritt die duRere Schale mit dem
multifunktionellen Alkin-Sekundarlinker quervernetzt. Die detaillierte Synthese der Partikel
wird in Kapitel 3.6.3 beschrieben.
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Abb.41  Schematischer Aufbau der farbstoffbeladenen magGEL-Kapseln, die erste durch Schicht-fir-
Schicht Synthese aufgebaute magMOF-Schale wird mit einem fluoreszenten Farbstoff
beladen. AnschlieRend wird die zweite Schicht magMOF auf die erste aufgebaut und mit
dem multifunktionellen Alkin quervernetzt.
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Werden diese multilagigen Partikel nun in eine wassrige EDTA-LOsung gegeben,
wird die duBere, quervernetzte Schicht in ein polymeres Gel umgewandelt. Die innere
Schicht hingegen, in der die Linkermolekile nicht miteinander vernetzt wurden, sondern
lediglich mit einem monotopen Farbstoff funktionalisiert wurden, wird sich beim
Herauslosen der Kupferionen zersetzten (siehe Abb. 42)

5. Enfernen der
Cu-lonen

Abb. 42 Das Herauslésen der Kupferionen fuhrt zu einer Gel-Konversion der dufReren Schicht und zu
einer Zersetzung der inneren, Farbstoff-funktionalisierten Schicht. Der Farbstoff wird jedoch
durch die dulRere, polymere Schicht in der Kapsel eingeschlossen.

Durch die schiitzende &duRRere magGEL-Schicht werden die Linker-Farbstoff-
Fragmente zwischen der polymeren, &duRReren Schicht und den Fes30s-Kernen
eingeschlossen. Um die farbstoffbeladenen Kapseln zu Charakterisierung und zu
Uberprifen, ob sich der Farbstoff noch in den Kapseln befindet, wurden
Konfokalmikroskop-Aufnahmen der Kapseln vor und nach der EDTA-Behandlung
aufgenommen.
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Entfernen der Kupfer
lonen durch EDTA
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Abb. 43 Konfokalmikroskop-Aufnahmen der magGEL-Kapseln, vor (a) und nach (b) dem Entfernen
der Kupfer-lonen mittels wassriger EDTA-LOsung.

Wie in Abb. 43 zu erkennen, ist sowohl vor (a) als auch nach (b) dem Herauslésend
der Kupferionen mittels wassriger EDTA-Losung der fluoreszente Farbstoff in der Korona zu
erkennen. Das zeigt zunachst die vollstandige Gel-Konvertierung, da sich der Farbstoff noch
in der Kapsel befindet und nicht durch eventuelle Locher oder Risse der duBeren
Polymerschicht diffundiert. Daraus ldsst sich auf eine vollstindige und defektfreie
Polymerschale schlieflen. Zusatzlich ist zu erkennen, dass die Verteilung des Farbstoffes in
der Korona nach der EDTA-Behandlung sehr viel gleichmaRiger vorliegt. Dies lasst sich mit
dem Auflésen des MOF-Gerlsts in der inneren Schale erklaren. Wahrend der Farbstoff
nicht exakt gleichmaRig in die Poren der inneren MOF-Schale angebunden wurde, kdnnen
sich die Fragmente nach dem Auflésen der Struktur frei und gleichmaRig in der Schicht
zwischen dem inneren Fe3z04 Kern und der duBeren magGEL-Schale bewegen.

4.1.5 Fluoreszenzfarbstoffbeladene SURGEL-Kapseln als Modelsystem fiir die
Wirkstofffreisetzung

Fir eine kontrollierte Freisetzung des eingelagerten Farbstoffes wird in der
umgebenden polymeren Gel-Schicht eine Schwellung induziert. Dazu werden die Kapseln
in eine basische, wassrige Losung gegeben, durch die Deprotonierung der freien
Carboxylgruppen des magGELs werden abstoRenden Wechselwirkungen der negativen
Ladungen induzieren und somit eine Schwellung des Gels hervorgerufen.'?? (siehe Abb. 44)
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Abb. 44 Darstellung der durch pH Erhéhung induzierten Schwellung des magGELs und die damit
ausgeldsten Freisetzung der Farbstoffmolekiile.

Die Untersuchungen der Quellung des Gels und der Farbstofffreisetzung wurden
mittels Emissionsspektroskopie durchgefiihrt. Dafiir wurden die magGEL-Kapseln in
wassrigen NaOH-Losungen von pH 7 bis pH 13 suspendiert und nach 30 min magnetisch
abgetrennt. Von den umgebenden Losungen wurden Emissionsspektren aufgenommen,
wie in Abb. 45 (b) zu erkennen wird die Freisetzung des Farbstoffes aus den Kapseln ab
pH 11 ausgel®st. Bei pH 12 und pH 13 ist ein weiterer Anstieg der Farbstoffkonzentration
in der umgebenden Losung zu erkennen. Die Kinetik der Freisetzung in einem umgebenden
Medium mit pH 11 wurde ebenfalls gemessen (Abb. 45 (b)), dafir wurden die magGEL-
Kapseln fir unterschiedliche Zeiten in der Losung suspendiert und anschlieRend
magnetisch abgetrennt. Es ist zu erkennen, dass das Intensitdtsmaximum nach etwa
120 min erreicht wurde.
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Abb. 45 Emissionsspektroskopische Untersuchung der Farbstofffreisetzung wahrend des Quellens.
(a) Schematische Darstellung der Farbstofffreisetzung. (b) Emissionsspektren der
umgebenden Losungen verschiedener pH Werte nach 30 minttiger Suspension der magGEL-
Kapseln. (c) Kinetik der Farbstoff-freisetzung in pH 11.

Die pH anhangige Schwellung des Gels kann wie folgt erklart werden: Wird der pH
Wert der umgebenden Losung erhoht, diffundiert das NaOH in die obere Schicht des Gels,
was zu einer Deprotonierung dieser oberen Schicht fiihrt. Wahrend die OH™ lonen mit den
Protonen der Sauregruppe Wasser bilden, verbleiben die Na* lonen zum Ladungsausgleich
im Gel. Um eine weitere Deprotonierung der inneren Schichten zu erreichen, missen die
Na*lonen und die OH" lonen an denen an der duBeren Schicht lokalisierten Na* lonen vorbei
diffundieren. Wenn die Konzentration der Na*-lonen in der duBeren Schicht groRer als in
der Losung ist, baut sich ein sogenanntes Donnan-Potential auf, das die Natriumionen von
dem weiteren Eindiffundieren ins Gel hindert.’3%3! Erst wenn die Konzentration der Na*-
lonen im umgebenden Medium einen kritischen Wert lbersteigt, wird die Diffusion weiter
fortgesetzt und die Deprotonierung des gesamten Gels ausgelost. Dies erfolgt der Literatur
zufolge etwa bei Konzentrationen zwischen 1073 bis 102 M, was einem pH Wert von pH 11
— pH 12 entspricht.’3° Dieses Verhalten, dass fiir viele Hydrogele beobachtet wird, spiegelt
genau unsere Ergebnisse wieder, bei denen die Schwellung trotz der relativ niedrigen pKs
Wertes der Carbonsaure-Gruppen erst bei pH 11 beginnt.

4.1.6 Kontrollierte Farbstoffabgabe und Wiederbeladung der Kapseln

Wie im vorherigen Kapitel diskutiert, verhalt sich das SURGEL durch die freien
Carbonsauregruppen im Quellverhalten in vielerlei Hinsicht wie herkdmmliche Hydrogele.

Viele Studien zeigen die Eignung von Hydrogelen zur Beladung und Freisetzung von
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Wirkstoffen, dabei wird deutlich, dass die Einlagerung von Substanzen in Hydrogele vielen
Einflissen unterliegt. Sowohl die Hydrophilie des Gels und des einzulagernden Stoffes, als
auch die Wechselwirkungen des umgebenden Mediums mit dem Gel wéahrend des
Quellprozesses spielen eine Rolle.13%133 Dije Beladung bei hohen pH Werten kann zu einer
lonisierung des einzulagernden Stoffes fliihren und die Einlagerung in das negativ geladene
Gel verhindern.134

Um die Wiederbeladung der Kapseln zu untersuchen, wurden diese nach der
erfolgreichen Freisetzung des  eingelagerten Farbstoffes  zuerst  mittels
Rasterelektronenmikroskopie (SEM) untersucht, um die Intaktheit der magGEL-Schale nach
der Behandlung mit basischen Losungen zu Uberprifen. Auf den in Abb. 46 gezeigten
Aufnahmen sind die magGEL-Kapseln direkt nach der EDTA Behandlung (a) und nach einer
30 mindtigen Suspension in eine NaOH-Losung mit pH 11 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass
die magGEL-Schale noch vollstandig und intakt vorhanden ist.

Abb.46  SEM Aufnahmen der magGEL Kapseln (a) direkt nach der EDTA-Behandlung und (b) nach der
Farbstofffreisetzung in wassriger NaOH-Lésung mit pH 11.

Nachdem die Stabilitdat der magGEL-Kapseln in wassriger NaOH-Losung gezeigt
werden konnte, wurden die Partikel fir eine Wiederbeladung mit einem zweiten,
fluoreszenten Farbstoff (Fluorescein) vorbereitet. Daflir wurden die urspringlichen, mit
grinem Farbstoff beladenen magGEL-Kapseln grindlich in wadssriger NaOH-Losung
gewaschen, um den grinen Farbstoff freizusetzen. Anschliefend wurden verschiedene
Beladungsstrategien getestet, in dem von Sada et.al. publizierten Artikel Uber Gel-
Konvertierung verschiedener MOFs konnte gezeigt werden, dass die Schwellung des Gels
nicht nur mit basischen, wassrigen Losungen, sondern auch mit verschiedenen
Losungsmitteln, wie DMSO induziert werden kann. Die Partikel wurden in einer 10 mM
Losung von Fluoreszein in DMSO bzw. wassriger NaOH Losung (pH 13) gelagert und
anschliefend in einer sauren HCl Losung (pH 5) gewaschen, um die Poren wieder zu
verschlieRen. Nach dem Beladungsschritt wurden die Partikel wiederum fiir 30 min in einer
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wassrigen NaOH Losung belassen, von dieser Losung wurde anschlieBend ein
Absorptionsspektrum aufgenommen (siehe Abb. 47).

Freisetzung

Farbstoff A Waschen
pH 13
pH 13 Beladung
7 DMsO Farbstoff B PH 13

COOH
O Farbstoff B:
Fluorescein
0,30 ‘
" Beladungin | Asps =492 nm
0,25 - pMSO '
N
g 0,20 - Freisetzung
¥o! pH 13 Farbstoff B
2
2 0,15 -
<
0,10 =

Beladungin
pH 13

400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]

0,05 -

Abb. 47 Schematische Zeichnung der Freisetzung und Beladung der magGEL-Kapseln mit Fluorescein in
verschiedenen Losungsmitteln.

Die Untersuchung des 2. Entladungsschrittes lasst erkennen, dass nur die in DMSO
beladenen Kapseln eine Freisetzung des Fluoresceins zeigen. Das Absorptionsmaximum
von Fluorescein liegt bei 492 nm. Das liegt hochstwahrscheinlich daran, dass Fluorescein in
basischen Losungsmitteln deprotoniert wird und eine negativ geladene Form annimmt.
Dadurch ergeben sich abstoRende Wechselwirkungen mit dem ebenfalls anionischen Gel.

4.1.7 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen die erfolgreiche Herstellung hierarchisch strukturierter
magMOF Partikel, die mit verschiedenen, kovalent gebundenen Farbstoffen beladen
werden konnen. AnschlieBend wurden SURGEL Kapseln durch die Synthese von
hierarchisch strukturierten magMOF Partikeln, gefolgt von dem Vernetzen der duBeren
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Schicht und dem Entfernen der Kupferionen mit EDTA hergestellt. Es wurde gezeigt, dass
die SURGEL Kapseln mit einem Farbstoffmolekil beladen werden kénnen und dieses
kontrolliert durch Einfliisse des umgebenden Mediums wieder freigesetzt werden kann.
Die Freisetzungskinetik kann mit Einstellen des auferen pH Wertes verdandert und
kontrolliert werden.

Dieses Modellsystem kann verwendet werden um eine schiitzende Umgebung fiir
ein oral verabreichtes Medikament zu schaffen. Die saure Umgebung des Magens ist nicht
immer ideal fir die Aufnahme von Medikamenten, eingeschlossen in die SURGEL Kapseln,
kénnen diese vor der Freisetzung geschiitzt in dem Darm weitertransportiert werden. Erst
durch die pH Wert Anderung im Darm wird das magGEL in den gequollenen Zustand
Ubergehen und den eingeschlossenen Wirkstoff freisetzten. In der basischen Umgebung
des Darms kann das Medikament dann in den Blutkreislauf aufgenommen werden.3*

Der Vorteil der hier vorgestellten Kapseln gegeniuber den bereits verwendeten
Hydrogelen ist der modulare Aufbau aus Metall-organischen Geriistverbindungen. Durch
Anderungen der organischen Liganden oder Metalle kénnen die Eigenschaften der Poren
und des Geriistes verdndert und den entsprechenden Medikamenten angepasst werden.
Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass die SURGELe fiir eine postsynthetische
Modifikation (PSM) zur Verfligung stehen,'3¢ dadurch eréffnen sich weitere Moglichkeiten
die Poreneigenschaften hinsichtlich der gezielten Freisetzung zu verandern. Das groRe
Interesse und Verbesserungsbedarf hinsichtlich einer idealen, Umgebungs-gesteuerten
Freisetzung von Medikamenten besteht, zeigen viele neuere Publikationen auf diesem
Gebiet.3°'137'138
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4.2 Biofunktionalisierung der Oberflachen fiir die Verwendung als
Zellkultursubstrate

4.2.1 Einleitung

Nachdem sowohl der molekulare Aufbau des SURGELs als auch die hierarchische
Strukturierung hinsichtlich einer biologischen Anwendung optimiert wurde, wird in diesem
Kapitel auf eine strukturierte Biofunktionalisierung eingegangen. Die Entwicklung von
Biomaterialien zum Einsatz als Implantat oder stiitzendes Material fiir den Gewebsaufbau
brachte in den letzten Jahrzehnten viele Neuerungen. In den achtziger Jahren basierten
die meisten Implantate auf Materialien wie Titan oder Edelstahl, Polytetrafluorethylen
(PTFE) und Polymethylmetacrylat (PMMA) die ,inert und damit ohne
AbstoRungsreaktionen im Kérper verbleiben.'3? Erst Ende der neunziger Jahre wandte sich
die Forschung bioaktiven Implantat-Materialien zu, die unterstitzend beim kdrpereigenen
Gewebsaufbau mitwirken.'¥® Neue Erkenntnisse fihrten im letzten Jahrzehnt zu dem
Ansatz der regenerativen Medizin, in der Gewebe um biomimetische Materialien herum
aufgebaut werden. Daflir miissen Materialien entwickelt werden, die dem natiirlichen
Aufbau von Geweben weitestgehend entsprechen. '#!' Verschiedene Strategien, die
Eigenschaften der natiirlichen Umgebung der Zellen, der extrazelluldaren Matrix (ECM) in
kiinstliche Polymere zu integrieren, werden in einem Review von Hutmacher et al.
zusammengefasst.1*? Strukturverdnderungen im Nanometerbereich kénnen bereits zu
Anderungen im Zellverhalten fiihren, so gibt es einige Studien (iber das Einbringen von
linearen oder cyclischen RGD Sequenzen in Biomaterialien, die zu einer Verbesserten
Zellanbindung fiihren.'*3 Wie in der Einleitung schon beschrieben wurde ist RGD eine aus
der ECM bekannte Aminosauresequenz, die Integrine der Zellen koppeln mit dem RGD und
fihren zu einer mechanischen Verankerung der ECM mit dem zellinternen Cytoskelett.

Um die Eignung des SURGELs fiir die Beschichtung von Implantatoberflachen zu
untersuchen, wurden in diesem Kapitel die Wechselwirkungen mit verschiedenen
knochenbildenden Zellsystemen untersucht. AnschlieRend wird eine strukturierte
Oberflachenfunktionalisierung mit Biomolekiilen vorgenommen, um eine verbesserte
Anbindung der Zellen zu erreichen.

4.2.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC) und deren Kultivierung auf den SURGEL-
Substraten

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Rachel Ee von der Universitat
Singapur, wurden die SURGEL Substrate auf das Wachstum von mesenchymalen
Stammazellen (MSC) getestet. MSC sind multipotente, adulte Stammzellen, die zu Knochen,
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Knorpel und Bindegewebe differenzieren kénnen. Im Hinblick auf die Osteointegration von
Implantaten spielen MSCs eine besonders grofl3e Rolle, da bei einer guten Anbindung der
MSCs an die Implantatoberfliche eine schnelle und abstoBungsfreie Integration des
Implantats in den Knochen oder Gewebe zu erwarten ist.

Die Fahigkeit der Stammzellen sich zu unterschiedlichen Korperzellen
weiterzuentwickeln, ist sehr interessant fir die Entwicklung von Biomaterialien. Viele
Arbeiten zielen darauf ab, diese Differenzierung durch gezielte duRere Reize steuern zu
konnen.** In der naturlichen Umgebung der extracelluldren Matrix (ECM) geben sowohl
die Topographie und Verankerung der ECM als auch Wachstumsfaktoren in der
Mikroumgebung der Zelle den Anlass zur gezielten Differenzierung. Die exakte Steuerung
der Mikroumgebung einer Zelle auf einem kiinstlichen Biomaterial zur kontrollierten
Differenzierung ware ein groBer Fortschritt bei der Entwicklung von generativen
Implantaten.

Fir erste Tests wurden Toxizitatsstudien der MSC auf den SURGEL Substraten
durchgefihrt. Flr die Verwendung als Zellsubstrat wurde das SURGEL in einem von Ai et al.
entwickelten Verfahren auf ein transparentes Glassubstrat (ibertragen.1?3124 Die Membran
wird nach der vollstandigen Synthese auf einem mit Gold-beschichteten Glimmer Substrat
mittels Spincoating mit einer stabilisierenden PMMA Schicht bedeckt und anschlieSend
durch Atzen der Goldschicht von dem Glimmer Substrat abgetrennt. AnschlieBend kann die
PMMA stabilisierte Membran auf das Glas Substrat Gbertragen werden, die detaillierte
Ubertragungsroute wird in Kapitel 3.7 beschrieben.

Es wurden Toxizitatsstudien der MSC Zellen auf den SURGEL-Membranen im
Vergleich zu dem umgebenden Deckglas durchgefiihrt. Sterile Deckglaser sind bekannte
Zellwachstumssubstrate auf denen die MSC ein gutes Wachstum zeigen und sind daher gut
als Vergleich geeignet.!* In Abb. 48 werden Konfokalmikroskop-Aufnahmen der MSC
Zellen nach drei Tagen Inkubationszeit gezeigt, die verschiedenen Aufnahmen zeigen
jeweils die blau angefarbten Kerne, die lebenden Zellen in Griin und die toten Zellen in Rot.
Es ist zu erkennen, dass die Dichte der lebenden Zellen auf dem SURGEL und auf dem
Deckglas jeweils sehr hoch ist, wiahrend die Zahl der toten Zellen in beiden Fallen gering
ausfallt. Dies zeigt deutlich, dass das SURGEL keinerlei Toxizitdt gegenliber den MSCs
aufweist. Gleichzeitig ist in der statistischen Auswertung der Zellzahlen von 10 Feldern zu
erkennen, dass die Anzahl der Zellen auf dem SURGEL etwas hoher liegt als auf dem
umgebenden Glas.
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Abb. 48 (Oben) Konfokalmikroskop Aufnahmen von MSC Zellen auf dem Deckglas und dem SURGEL
(Unten) Durchschnittliche MSC Zellzahlen, genommen von 10 Feldern, (p > 0.05), es ist zu
erkennen, dass auf dem SURGEL mehr Zellen anwachsen, als auf dem umgebenden SURGEL.

Damit kann die prinzipielle Eignung des SURGELs fir die Verwendung als
Zellwachstumssubstrat bestdtigt werden. Die hohe Variabilitat des SURGELs bietet nun
vielfdltige Moglichkeiten das Zellverhalten durch Oberflachenfunktionalisierung oder
Beladung der Poren positiv zu Beeinflussen.

4.2.3 Die CAL-72 Zelllinie und deren Kultivierung auf den SURGEL-Substraten
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Conny Lee-Thedieck, wurden SURGEL-

Beschichtungen ebenfalls als Substrate fiir die Kultivierung von CAL-72 Zellen verwendet.
CAL-72 ist eine osteoblastenahnliche Zelllinie, die aus Osteosarkomen - einer Form von
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Knochenkrebs, gewonnen wird.?4® Osteoblasten sind knochenbildende Zellen und spielen
eine groBe Rolle bei der Osteointegration von Implantaten, worunter man die strukturelle
und funktionelle Integration von kiinstlichem Implantat Gewebe und dem umgebenden
Knochengewebe versteht. Fir die Verwendung des SURGEL als Beschichtungsmaterial fiir
Implantatoberflachen ist es also wichtig, die Wechselwirkungen der Osteoblasten mit dem
SURGEL zu untersuchen.

Um eine ideale Zellanbindung der CAL-72 Zellen auf den SURGEL Substraten zu
erreichen, wurden diese mit der Aminosduresequenz RGD funktionalisiert. Fir eine
kovalente Anbindung werden die nicht abreagierten Alkin Gruppen des Sekundarlinkers
genutzt und in einer UV-induzierten Thiol-in Klick-Reaktion mit der Thiol-Gruppe des
endstdndigen Cysteins der Aminosduresequenz umgesetzt (siehe Abb. 49).

RGD ¥ SKGSS (Ser-Lys-Gly-Ser-Ser)
i * RGD
) i

Thiol-in
Klick-Reaktion
—

RGD-SKGSS-C

Abb. 49 Schematische Darstellung der Bio-funktionalisierung des SURGELs. Die nicht abreagierten
Alkin Gruppen des Sekundarlinkers werden in einer Thiol-in Klick Reaktion mit der Thiol-
Gruppe des endstandigen Cysteins der Aminosauresequenz verbunden.

Um die erfolgreiche RGD Funktionalisierung zu charakterisieren, wurden die Proben
mittels IRRA-Spektroskopie und QCM untersucht.
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Abb. 50 (a) IRRA Spektrum des SURGEL vor (schwarz) und nach (rot) der
Oberflachenfunktionalisierung mit RGD. (b) In-situ QCM Messungen der RGD Beladung des
SURGELs.

Das IRRA Spektrum in Abb. 50 (a) zeigt im Vergleich den SURGEL Film (schwarz) und
den Film nach dem Funktionalisieren der Oberfliche mit linearem RGD (rot). Die
charakteristischen Banden des SURGELs, die Carbonyl-Streckschwingung bei 1750 cm™* und
die O-C-O Streckschwingung des Sekundarlinkers bei 1250 cm™ sind in beiden Spektren gut
zu erkennen. Nach der Klick-Reaktion ist eine deutliche Abnahme des Alkin Peaks bei 2120
cm™ zu erkennen, was bereits auf eine erfolgreiche Thiol-in Reaktion des Alkins mit der
Thiol Gruppe des RGDs hindeutet. Die typischen Aminosaure-Banden, hauptsachlich die
CO-NH (1550 cm™) und CN (1650 cm™) Streckschwingungen sind nach der Klick Reaktion
als Schulter der intensiveren SURGEL Peaks zu erkennen. Die geringe Intensitdat der
Aminosdurepeaks ist mit der kovalenten Anlagerung von lediglich einer Monolage RGD zu
erklaren, was auch an den QCM Messungen deutlich wird. Die QCM Messung wurde in
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einer UV transparenten QCM Zelle vorgenommen, der auf einem Gold-Mica synthetisierte
SURGEL Film wurde daflir mit der in Kapitel 3.7. erlduterten Technik auf das QCM Substrat
Ubertragen. Nach dem Stabilisieren der Basislinie mit Wasser wurde eine wassrige 50 uM
RGD Losung Uber das Substrat geleitet. Wie in Abb. 50 zu erkennen, wird erst mit dem
Einschalten der UV Lampe eine Massenzunahme sichtbar. Der Anstieg bzw. Abfall der
Masse wadhrend des Einschaltens und Ausschaltens der UV Lampe ist ein thermischer
Effekt. Nach dem Einstellen des Gleichgewichts wird die UV Lampe ausgeschaltet und das
QCM Substrat mit Wasser gespiilt. AnschlieBend ist eine Massenzunahme von 50 ng/cm?
zu erkennen. Damit lasst sich die Stoffmenge der RGD Molekiile auf der Oberflache
berechnen.

m 50-107% "
n=—=—g=5.25*10‘ mol
M 957 2 (4.1)

mol

Mit der Avogadro Konstante ldsst sich anschliefend die Teilchenanzahl pro
Quadratzentimeter berechnen.

N =n-N, =5.25%10"""'mol - 6,022 - 10**mol~* = 3.14 - 10*3 (4.2)

Es befinden sich also 3.14 - 1013 Teilchen/cm? und damit 0.314 Teilchen pro nm?
auf der SURGEL Oberfliche. Das passt sehr gut mit den theoretischen Uberlegungen
Uberein, da fir die kovalente Anbindung des RGDs die nicht abreagierten Alkin-Gruppen
des Sekundarlinkers verwendet werden. Pro Pore befindet sich theoretisch ein
Sekundarlinker, jedoch ist statistisch nicht an jedem Sekundarlinker eine Alkin Gruppe
vorhanden oder sterisch zuganglich. Geht man von einer ungefahren PorengréoRe von 1 nm
aus, ist statistisch in jeder dritten Pore eine freie, reaktive Alkingruppe vorhanden.

Damit wurde die erfolgreiche kovalente Anbindung der Thiol-funktionalisierten
RGD Molekiile mittels lichtinduzierter Thiol-in Klick Reaktion gezeigt. Die Dichte der RGD
Funktionalitdten ist abhadngig von dem molekularen Aufbau der Poren und konnte
theoretisch durch Variation des Primar- und Sekundarlinkers im Nanometerbereich gezielt
gesteuert werden. Dies ist eine wichtige Erkenntnis, da einige Studien die Abhdngigkeit des
Zellverhaltens von der RGD Dichte auf der Oberfliche gezeigt haben.'*”!%8 |n diesen
Studien wird die RGD Dichte durch die Konzentration der RGD Losung variiert, was jedoch
eher zu unkontrollierten Dichteverteilungen fihrt.

AnschlieBend an die Bio-Funktionalisierung mit RGD wurden die Substrate in
Kooperation mit Saskia Kraus aus der Arbeitsgruppe von Conny Lee-Thedieck fir
Zellkulturexperimente mit der CAL-72 Zelllinie verwendet.
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Um den Einfluss der RGD-Funktionalisierung auf die Zellen zu untersuchen wurden die CAL-

72 Zellen auf einer unbehandelten SURGEL Membran und einer RGD funktionalisierten

SURGEL-Membran ausgesaht. Die Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der Zellen nach vier

Stunden Inkubationszeit sind in Abb. 51 zu sehen.
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Abb. 51 Fluoreszenzmikroskopaufnahmen der CAL-72 Zellen nach 4 Stunden Inkubationszeit auf
dem unbehandelten und dem RGD funktionalisierten SURGEL Substrat. Das Aktinzytoskelett
ist in griin und die Kerne in blau dargestellt. Die Anzahl an angebundenen Zellen und die
durchschnittliche Zellflaiche wurden von 6-9 Mikroskopaufnahmen pro Substrat in vier
unabhéangigen Experimenten ermittelt. Die statistische Signifikanz wurde bei * auf (p < 0.05)

und bei *** auf (p < 0.001) angegeben.
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Nach vier Stunden Inkubationszeit wurden die Zellzahl und Ausbreitungsflache der
Zellen untersucht. Es ist zu erkennen, dass die Zellen auf der unbehandelten SURGEL
Membran (gekennzeichnet mit — RGD) ein moderates Anwachsverhalten zeigen. Dies zeigt
erneut die Biokompatibilitdit des SURGELs und das vollstindige Herauslosen der
Kupferionen, da hohe Konzentrationen an Cu(ll)-Verbindungen den Zellstoffwechsel
unterdriicken und damit giftig fir Mikroorganismen sind.4°

Um die Auswirkungen des RGDs auf das Zellwachstums zu testen, wurden zusatzlich
mit linearem RGD funktionalisierte Substrate verwendet (gekennzeichnet mit +RGD). Es ist
zu erkennen, dass sowohl die Zellanzahl als auch die durchschnittliche Ausbreitungsflache
der Zellen durch die RGD-Funktionalisierung signifikant erhéht wird. Das RGD hat folglich
einen positiven Einfluss auf die Haftung und Ausbreitung der Zellen.

Um zu demonstrieren, dass die RGD Peptide nicht nur lediglich auf der Oberflache
physisorbiert wurden, sondern in der UV initiierten Thiol-in Reaktion kovalent angebunden
sind, wurden Kontrollexperimente vorgenommen. Das erste Experiment zeigt SURGEL
Membranen, die in RGD Peptid Losung inkubiert, aber nicht mit UV-Licht bestrahlt wurden.
Die zweite Kontrolle wurde mit SURGEL Membranen durchgefiihrt, die in wassrigen
Lésungen, ohne Anwesenheit des RGD Peptids mit UV Licht bestrahlt wurden. Damit wird
ein Effekt durch eine UV-abhéangige Veranderung der Oberflache ausgeschlossen.

Wie in Abb. 52 zu erkennen, zeigen die mit RGD und UV behandelten Substrate
(+RGD+UV) eine signifikant hohere  Anbindungszahl und durchschnittliche
Bedeckungsflache. Die mit RGD, ohne UV behandelten Substrate hingegen (+RGD-UV)
zeigen Zellzahlen und Bedeckungsflachen, die denen der unbehandelten Substrat (-RGD)
entsprechen. Dies zeigt erneut die erfolgreiche Klick-Reaktion durch UV Initiierung.
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Abb.52  Anhaftung der CAL-72 Zellen auf SURGELs, inkubiert in RGD haltigem Medium mit oder ohne
Bestrahlung mit UV Licht. Das Aktin Zytoskelett ist mit Phalloidin griin eingefarbt, und der
Kern wurde durch DAPI blau eingefarbt. The Auswertung der Zahl der anhaftenden Zellen
und die durchschnittliche Zellfliche wurde auf 8 bis 9 Mikroskop Bildern pro Substrat in drei
unabhangigen Experimenten durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde bei auf ns
(nicht signifikant, p < 0.05) und bei *** auf (p < 0.001) angegeben.

4.2.4 Herstellung strukturierter RGD Substrate durch lichtinduzierte Thiol-in Klick
Reaktion

Wie bereits beschrieben wurde, kann durch die UV-initiierung der Thiol-in Reaktion
eine strukturierte Funktionalisierung der Oberfliche erreicht werden.?° Dafiir wurden die
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auf Glas-Substrate Gibertragenen SURGEL-Membranen in Kooperation mit der Gruppe von
Pavel Levkin strukturiert.

Um die strukturierte Funktionalisierung mit RGD zu untersuchen, wurde ein von
Cornelia Lee-Thedieck zur Verfligung gestelltes, fluoreszent markiertes lineares RGD in
wassriger Losung verwendet und mit einer Photomaske mit einem 100 um breiten
Linienmuster bedeckt. Nach dem Bestrahlen der Probe mit UV Licht der Wellenlange
255 nm und anschlieRendem griindlichem Spulen mit Wasser, wurde das SURGEL Substrat
im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Abb. 53 zeigt eine Fluoreszenzmikroskop Aufnahme
der strukturiert-funktionalisierten SURGEL-Membran, das Streifenmuster der Photomaske
ist gut zu erkennen. Nur die dem Licht ausgesetzten Streifen sind dem griin
fluoreszierenden RGD funktionalisiert, wahrend die abgedunkelten Streifen eine deutlich
geringere Fluoreszenz aufweisen.

i
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Abb. 53 Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme des strukturierten SUREL Substrat mit einem fluoreszent-
markierten RGD Peptid. Die Fluoreszenz ist nur in den Bereichen zu erkennen, an denen das
UV Licht durch die Photomaske dringt. Die hier verwendete Photomaske weist 100 um
breite Streifen auf.

Zusatzlich wurden zur Charakterisierung der strukturierten Membranen ToF-SIMS
Messungen durchgefihrt. Daflir wurde die SURGEL Membran auf einen goldbeschichteten
Silizium Wafer Ubertragen und anschliefend mit einer Photomaske in dem weiter oben
beschriebenen Verfahren mit einem 100 um Hexagon-Muster strukturiert.

Nach grindlichem Waschen der Substrate mit Wasser wurden die Proben mittels
eines bildgebenden ToF-SIMs Scans untersucht. Abb. 54c) zeigt die zweite
Hauptkomponente der positiv polarisierten ToF-SIMS Messung der strukturierten SURGEL
Probe, die aus charakteristischen Aminosaure-Fragmenten, z.B. CHsN, CH3N;, C;H7N3
berechnet wurde.'>! Zusatzlich werden in Abb. 54 a) und b) Einzelkomponenten zweier
Aminosaure-Fragmente NHs* und CH4N* gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die nicht dem UV
Licht ausgesetzten Sechsecke eine deutlich geringere Aminosaurekonzentration aufweisen,
als die mit UV Licht beschienenen Zwischenrdaume.
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Abb. 54 Positiv polarisierte SIMS Analyse der strukturierten SURGEL Probe mit dem linearen RGD-
SH. Innerhalb der Sechsecke keine UV Belichtung und damit keine Funktionalisierung des
SURGELs. (a) NH4* (18.03 m/z), (b) CH4N* (30.03 m/z), (c) Zweite Hauptkomponente der
positiv polarisierten Aminosaurefragmente. (d) PC2 Ladungen der positiv polarisierten
Aminosaurefragmente, einige charakteristische Aminosdure (Glycin und Arginin) sind
benannt.

Damit konnte die erfolgreiche strukturierte Oberflachenfunktionalisierung der
SURGEL Substrate gezeigt werden. Die strukturierten Substrate sollen nun fiir Zellkultur
Experimente verwendet werden. Dafiir werden die, auf ein Deckglas Ubertragenen
SURGEL-Membranen mit dem linearen, fluoreszent markierten RGD-SH strukturiert. Fur
die Strukturierung wird eine Photomaske mit 100 um breiten Streifen verwendet.

AnschlieBend wurden die CAL-72 Zellen auf dem Substrat ausgesaht und nach einer
Inkubationszeit von 4 h mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

In den vorherigen Zell-Experimenten wurde gezeigt, dass die Zellen auf der nicht
funktionalisierten SURGEL Membran ein relativ gutes Wachstumsverhalten zeigen, dieses
konnte durch die Funktionalisierung mit dem linearen RGD-SH, wie auf der statistischen
Auswertung in Abb. 52 gezeigt, etwa um einen Faktor zwei verbessert werden. Somit ist
das Ergebnis der Zellkultivierung auf dem strukturierten Substrat zu erwarten, dass in Abb.
55 gezeigt wird.
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Abb. 55 Fluoreszenzmikroskop Aufnahme der CAL-72 Zellen auf einem mit fluoreszenzmarkierten
RGD strukturierten SURGEL Substrat. Die Grenzen zwischen den belichteten und nicht
belichteten Streifen sind mit weisen Linien angedeutet. Die griinen Pfeile markieren die
belichteten Streifen, die schwarzen Streifen hingegen die nicht belichteten Bereiche. Das
fluoreszenzmarkierte RGD kann mit schwacher Intensitdt als Hintergrundfluoreszenz
wahrgenommen werden. Das Zell-Cytoskelett wurde mit Phalloidin griin angefarbt, die
Kerne mit DAPI in blau.

Anders als urspriinglich erwartet, siedeln die CAL-72 Zellen nicht ausschlieBlich auf
den mit RGD funktionalisierten Bereichen an, sondern verteilen sich relativ gleichmaRig auf
dem gesamten SURGEL Substrat. Dies stimmt mit den in Abb. 51 dargestellten Ergebnissen
Uberein, das Verhaltnis von Zellen pro mikroskopischen Sichtfeld des unfunktionalisierten
und des RGD-funktionalisierten Substrats liegt etwa bei 7 zu 10. Dabei ist bereits eine
deutliche Verbesserung des Zellwachstums auf dem RGD-funktionalisierten Substrat
gezeigt, diese ist aber auf dem unbehandelten SURGEL auch schon recht gut. Der Effekt auf
strukturierten Substraten kann vermutlich mit einer hdheren RGD Dichte verstarkt werden.

Mithilfe der in den QCM Messungen gewonnen Erkenntnissen, ist ersichtlich das die
RGD Dichte von dem molekularen Aufbau des SURMOFs abhangig ist. Der dichteabhangige
Effekt des RGDs auf die Zellen wurde bereits erwdhnt, daher ist davon auszugehen, dass
eine hohere Funktionalisierungsdichte mit RGD den Effekt der Zellanbindung weiter
verstarkt und somit eine entsprechende Migration der Zellen zu den funktionalisierten
Bereichen des SURGELs hervorrufen kann.
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Um eine hohere RGD Dichte zu erreichen, kénnte zum Beispiel ein MOF mit einer
kleineren PorengréRe gewadhlt werden, oder ein Sekundarlinker mit vier anstatt der hier
verwendeten drei funktionellen Gruppen.

Das in Kapitel 4.3 vorgestellte, durch Thiol-en Klick-Reaktion vorgestellte Verfahren
zur SURGEL Herstellung weilSt beide dieser oben genannten Ansdtze auf und kénnte fir
eine Strukturierung untersucht werden.

4.2.5 Oligoethylenglykol (OEG) funktionalisierte SURGEL Substrate

Wie in den vorherigen Kapiteln gezeigt werden konnte, kann die SURGEL-
Oberflache mithilfe des Adhasionsproteins RGD fiir Zellen attraktiver gestaltet werden. Um
das Prinzip der Oberflachenfunktionalisierung weiter zu untersuchen, wurde das SURGEL
neben RGD auch mit Oligoethylenglykolen (OEG) funktionalisiert. Oligoethylenglykole und
Polyethylenglykole (PEG) sind lineare Ketten des Monomers (-O-CH,-CH»-),. Langkettige
Polyethylenglykole sind Feststoffe, die in als Tablettenform in der pharmazeutischen
Wirkstoffgabe oder mit etwas kiirzeren Kettenlangen als Salbengrundlage und Cremes
verwendet werden. Die proteinresistenten Eigenschaften dieser Polymeren PEGs sind
schon lange bekannt und werden mit dem Effekt der ,,sterischen AbstoBung” erklart. Damit
wird ein entropischer Effekt beschrieben, der mit der Verdrangung von Wasser an der
Polymeroberfliche und der Einschrankung der Beweglichkeit der endstdndigen
Seitenketten zusammenhingt.1%?

Um die genaueren Mechanismus zu verstehen, wurden von der Gruppe um
Withesides Studien mit kurzkettigen Thiol-OEG SAMs beschichtet Oberflachen
durchgefiihrt.®>12> Im Unterschied zum Polymer weisen diese SAMs einheitliche
Kettenlangen und eine definierte Substrat-Wasser Oberfliche auf. Trotz der
eingeschrankten Beweglichkeit der Kettenenden weisen diese SAMs eine erstaunlich gute
Proteinresistenz auf, der Effekt kann also nicht ausschlieRlich durch sterische Repulsion
getrieben sein. Um dies zu untersuchen, missen die vielfdltigen Wechselwirkungen
zwischen Protein und Oberflache beachtet werden.

Diese unterteilen sich in schwache Wechselwirkungen, wie Dipolwechselwirkungen,
ionische Wechselwirkungen, die von geladenen Aminosauregruppen verursacht werden
und schliefllich in hydrophobe Wechselwirkungen, die die stdarkste Triebkraft zur
Proteinadsorption ausmachen. Diese kommen durch hydrophobe Seitenketten des
Proteins zustinde.’® Wird das Protein an einer Oberfliche adsorbiert, dndert sich oft
dessen Konformation, so dass hydrophobe Ketten an die Oberflache anlagern und so die
Grenzflache dieser hydrophoben Teile mit dem Wasser minimieren. Dieser Energiegewinn
ist bei einer rein hydrophilen PEG-Oberfldche nicht mehr vorhanden, da die Anlagerung an

116



Ergebnisse

die hydrophile Oberflache keinen entropischen Vorteil einbringt. Der genaue Mechanismus
der Proteinresistenz hydrophiler SAMs st trotz vielfaltiger Arbeiten von vor allem den
Gruppen um Whitesides und Grunze noch nicht bekannt.?>>* Allerdings wurden aufgrund
dieser Arbeiten einige Regeln zur Proteinresistenz aufgestellt. Zum einen muss das Innere
des SAMs hydrophil sein, das Minimum zu einem proteinresistenten Verhalten von SAMs
sind zwei Ethylenglykol-Einheiten, je mehr Einheiten desto besser der Effekt. Zum anderen
Verstarken kleinere Defekte den Effekt, da Wasser in den SAM eindringen kann, dichtere,
fast defektfrei gepackte SAMs haben einen schwacheren proteophoben Effekt.
Alternative proteinresistente Oberflachen konnten von Rolf Chelmowski hergestellt
werden, der aufgrund der oben benannten Erkenntnisse eine Reihe von hydrophilen
Aminosaure-SAMs herstellen konnte, die ebenfalls den gewiinschten proteophoben Effekt

aufweisen.1>>156

Die Funktionalisierung der SURGELe bietet nun die Moglichkeit die durch die
Thiol-SAMs gewonnenen Erkenntnisse auf ein neues Material anzuwenden. Durch das
Anbinden der Thiole an die noch im SURGEL vorhandenen Alkin-Gruppen des
Sekundarlinkers mittels der Thiol-in Klick-Reaktion, kénnen organischen Thiole als
geordnete Monolage an die SURGEL-Oberflache gebunden werden (siehe Abb. 56).
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Abb. 56 Postsynthetische Funktionalisierung der SURGEL Oberfliche mit organischen Thiol-
Molekiilen mittels UV-Licht induzierter Thiol-in Klick-Chemie. Die Thiole ordnen sich in einer
geordneten Monolage an die SURGEL Oberflache.
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Durch eine Kombination der pordsen, biokompatiblen SURGELe mit der
umfangreichen Chemie der Thiol-SAMs*>157158 kann nun ein ganz neues Feld von
Biomaterialien erschlossen werden. Wobei die molekulare Strukturierung und Einlagerung
von bioaktiven Stoffen genauso moglich ist, wie eine individuelle und strukturierte
Oberflachenfunktionalisierung.

Dieser gedankliche Ansatz soll nun anhand zweier bekannter und gut untersuchter
Thiol-SAMs getestet werden. Zum einem dem (11-Mercaptoundecyl)hexa(ethylenglykol)
(OEG-6) SAM, dessen hydrophile und somit proteinabweisenden Eigenschaften ausfiihrlich
beschrieben wurden und zum anderen mit 1-Oktadekanthiol (C18).1> Der C18 SAM
exponiert eine sehr hydrophobe Oberflache und flihrt zu einer hohen Proteinadsorption an
der Oberflache.

Um die Proteinadsorption auf den Oberflachen zu untersuchen, wurde die Methode
der Oberflachenplasmonenresonanz — Spektroskopie verwendet. Mit dieser Methode
kann die Anbindung von Biomolekiilen auf der Oberflache ohne die Verwendung von
Marker-Molekilen in Realzeit nachverfolgt werden (siehe Kapitel 2.3).

Fiir die Untersuchungen der Proteinadsorption an den verschiedenen Oberflachen
wurde Rinder Serum Albumin (bovin serum albumin, BSA) verwendet. Dabei handelt es sich
um ein im Blutplasma vorkommendes, globuldres Protein mit einem Molekulargewicht von
67 kDa. Die Funktion von BSA liegt in der pH-Regulierung des Blutes und im Transport von
lipophilen Bestandteilen.

Als erstes Kontrollexperiment wurde ein spezielles SPR Substrat (1 mm starkes, mit
50 nm Gold beschichtetes Glassubstrate mit einer Grofle von 11x11 mm) mit einem C18
SAM beschichtet und in die SPR-Apparatur eingespannt. Nachdem durch Spilen des
Substrats mit wassriger PBS (aus dem Englischen, phosphate buffered saline) Losung eine
stabile Basislinie erreicht wurde, wurde eine Rinderserum Albumin Losung in wassriger PBS
Losung mit einer Konzentration von 10 pg/ml Gber die Substrate geleitet. Die Masse der
adsorbierten Proteine auf der Oberflaiche wurde in-situ durch die Verschiebung des
Plasmonenresonzminimums gemessen. Die Ergebnisse der BSA Adsorption an dem C18
SAM sind in Abb. 57 (a) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei Kontakt mit der BSA L6sung
ein sofortiger Anstieg der Masse zu erkennen ist, nach anschlieRendem Spiilen mit PBS
Losung ist eine Beladung von etwa 113 ng/cm? zu beobachten. Diese Werte liegen in der
gleichen GréRenordnung wie die literurbekannten Werte.1®

AnschlieBend wurde ein C-18 funktionalisiertes SURGEL Substrat getestet, dafiir
wurde das SPR-Substrat vollstandig mit einer SURMOF Membran bedeckt, die mit dem in
Kapitel 3.7 beschriebenen Verfahren auf das Glassubstrat tGbertragen wurde. Anschlief8en
wurde die SURGEL Oberflaiche wie in Kapitel 3.8.2 im Detail erlautert mit C18
funktionalisiert und die Proteinadsorption gemessen. Die Ergebnisse der BSA Adsorption
an dem C-18 funktionalisierten SURGEL Substrat sind in Abb. 57 (b) dargestellt.
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Abb. 57 Untersuchung der Proteinadsorption von BSA an verschieden funktionalisierte Oberflachen
mittels SPR-Spektroskopie. (a) Adsorption an eine mit dem C18-SAM beschichtete Gold
Oberflache. (b) Adsorption an ein mit dem C18-SAM funktionalisiertes SURGEL, die Messung
wurde am gleichen Substrat dreimal im Abstand von einer Stunde wiederholt, 1. Messung
(schwarz), 2. Messung nach einer Stunde (rot), 3. Messung nach zwei Stunden (blau). (c)
Adsorption an eine OEG-6 funktionalisierte SURGEL Oberflache. (d) Adsorption an eine
unfunktionalisierte SURGEL Oberflache.

Die Messung auf dem C18 funktionalisierten SURGEL wurde dreimal nach einer
Wartezeit von je einer Stunde wiederholt. Wie in Abb. 57 (b) zu erkennen ist die BSA-
Adsorption auf dem SURGEL deutlich geringer als auf dem C18 SAM. Ebenfalls, was anhand
erster Uberlegungen noch erstaunlicher ist, ist die Adsorption geringer als auf dem reinen
nicht-funktionalisierten SURGEL (siehe Abb. 57 (d)). Unter der Annahme, dass die
Massenzunahme von 6 ng/cm? fiir die erste Messung auswertbar ist, sind hierfiir
verschiedene Grinde denkbar. Erstens ist die SPR Spektroskopie sehr oberflachensensitiv,
die Intensitat nimmt exponentiell mit dem Abstand zur Oberflache ab, daher kdnnen zwei
unterschiedlich dicke SURGEL Membranen unterschiedliche Ergebnisse hervorrufen.
Zweitens ist denkbar, dass die Messung des reinen SURGELs nicht ausschliefllich die
Adsorption von BSA zeigt, sondern dass zusatzlich die Salze des PBS Puffers in das SURGEL
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diffundieren und ein Quellen des Gels induzieren. Diese Theorie wird dadurch unterlegt,
dass auch nach Stoppen der BSA Losung und Sptilen mit PBS ein weiterer Massenanstieg zu
erkennen ist. Der Effekt scheint bei den funktionalisierten SURGEL Membranen nicht
gegeben zu sein, da wohl durch die Bildung der hydrophoben Monolagen (auch die untere
Schicht der OEGs ist hydrophob) ein eindiffundieren des wassrigen Puffers unterdriickt
wird.

Die in Abb. 57 (c) gezeigten Kurven der Proteinadsorption an einem OEG-6
funktionalisierten SURGEL Substrat zeigt einen Massenanstieg von 45 ng/cm?. Die
Adsorptionsrate liegt etwas hdher als die von Whitesides publizierten Daten fir die mit
OEG-6 SAM beschichteten Gold Substrate!?> und sogar héher als die C-18 funktionalisierten
SURGELe.

Dass die OEG-SURGEL Oberflache nicht die Proteinresistenz der OEG-SAMs erreicht,
kann an verschiedenen Griinden liegen und muss noch weiter untersucht werden. Erstens
liegt die Funktionalisierungsdichte, wie schon in Kapitel 4.2.3 gezeigt, durch die Anbindung
an die endstindigen Alkin-Gruppen des Sekundérlinkers bei etwa 0.3 Molekiilen pro nm?,
womit diese deutlich geringer ist als auf einer SAM-Oberflache. Diese geringere Dichte soll
in weiterfiihrenden Arbeiten durch langere PEG-Einheiten ausgeglichen werden, wobei in
der Literatur PEGs mit einer Mindestmasse von 2000 g/mol oder 45 Ethylenglykol Einheiten
vorgeschlagen werden.>®

Zusatzlich kann wiederum die SURGEL Schichtdicke eine Rolle spielen, da die SPR
Spektroskopie eine sehr oberflachensensitive Methode ist und nur fiir Schichtdicken bis
maximal 50 — 100 nm exakte Ergebnisse liefert. Eventuelle Dickenunterschiede im SURGEL
Film kénnen das Messergebnis stark beeinflussen, daher ist auf eine exakte Homogenitat
des Films zu achten.

In Anbetracht all dieser Faktoren kann gesagt werden, dass die Anbindung von
SAMs auf SURGEL Filme ein sehr komplexes System ist, bei dem viele Einfliisse abzuwagen
sind. Erstens muss das Eindiffundieren des Puffers in das SURGEL genauer untersucht
werden, die Funktionalisierungsdichte und Lange der SAMs spielen ebenso eine Rolle. Zum
anderen missen flr aussagekraftige Werte andere Methoden, wie Beispielsweise QCM
Experimenten durchgefiihrt werden, um das Ergebnis zusatzlich unabhdngig von der
Filmdicke zu bestatigen.

Trotz der Notwendigkeit zu weiteren Untersuchungen konnte eindeutig gezeigt
werden, dass die Funktionalisierung der SURGELe mit Thiol-SAMs erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte. Die Funktionalisierung hat durchaus Einfluss auf die Proteinresistenz der
SURGEL Oberflachen, wenn auch nicht in dem von herkdmmlichen SAMs auf Gold
bekannten Malie. Da die Untersuchungen zu Funktionalisierung der SURGELe mit SAMs
noch ganz am Anfang stehen, sind weiter Untersuchungen zum besseren Verstandnis
dieses komplexen Systems notwendig.
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4.2.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass SURGEL-Membranen als
Zellkultursubstrate fir verschiedene, knochenbildende Zelltypen geeignet sind. Sowohl fiir
MSCs als auch fir die CAL-72 Zelllinie wurden Toxizitatsstudien durchgefiihrt, die zeigen
dass die SURGEL Konvertierung vollstandig verlauft, so dass die Kupferionen Konzentration
unbedenklich fir das Zellwachstum ist. Dieses Ergebnis ist sehr vielversprechend
hinsichtlich einer Verwendung der SURGELe als Biomaterial.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Alkin-Gruppen des Sekundarlinkers dazu
genutzt werden kdnnen, um eine postsynthetische Oberflachenfunktionalisierung des
SURGELs mittels Thiol-in Klick Reaktion durchzufiihren. Bei dem hier gewahlten Biomolekiil
handelt es sich um die Aminosauresequenz RGD (Arg-Gly-Asp), die aus einigen Proteinen
der extrazellularen Matrix bekannt ist und fiir die Ankopplung der Zellen an die ECM
verantwortlich ist. Mit dieser Funktionalisierung konnte die Anbindung der CAL-72 Zellen
an das SURGEL verbessert werden.

AnschlieBend wurden die Vorteile der UV-initiierten Thiol-in Klick Reaktion genutzt,
um eine strukturierte Funktionalisierung der Oberfliche zu erreichen. Mittels einer
Photomaske wurde das Biomolekil in einem durch die Photomaske vorgegebenen Muster
auf die Oberflache aufgebracht.

Zusammen mit den Ergebnissen zur Funktionalisierung der SURGELe mit den
proteinabweisenden OEG-Einheiten konnte gezeigt werden, dass die biologischen
Bedingungen der SURGEL Oberflache postsynthetisch beeinflusst werden kénnen.
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4.3 Molekulare Strukturierung und Variabilitat von SURGEL

4.3.1 Einleitung

In den zwei vorherigen Kapiteln konnte bereits die Eignung des SURGEL-
Materialtyps fiir die biologische Anwendung nachgewiesen werden. Da Zellen, wie in
Kapitel 1.4.2 diskutiert, sehr sensibel auf die mechanischen und strukturellen
Eigenschaften des Biomaterials reagieren, ist es wichtig fur die biologische Anwendung
eine breite Variation an Materialien anbieten und testen zu kénnen. Durch die Verwendung
von MOFs als Templat-Strukturen fir die anschlieBende Konvertierung zu den pordsen,
polymeren und biokompatiblen Gelen, kdnnen alle Vorteile der SURMOF Materialien fir
die Gele genutzt werden. Die bekanntesten und in der Einleitung ausfiihrlich diskutierten
Vorteile dieser Materialklasse liegen in derer grofRer struktureller Vielfalt, der permanenten
Porositat und der einstellbaren PorengroRe und Poreneigenschaften. Die Moglichkeit,
verschiedene funktionelle Gruppen durch die organischen Liganden in das Gerust
einzubringen, bietet zudem eine groBe Variabilitdt an chemischen Modifikationen. In
diesem Kapitel soll gezeigt werden, dass die SURGEL Herstellung nicht auf den schon
bekannten Ansatz der von Manuel Tsotsalas beschriebenen Azid/Alkin Klick-Reaktion
beschrankt ist sondern vielseitig anwendbar. Alle Klick-Reaktionen sind der Definition nach
Reaktionen mit einer hohen Ausbeute, wenig Nebenprodukten und einfacher
Durchfiihrung.®® Die in diesem Kapitel diskutierte Thiol-en Klick-Reaktion, bei der ein Alken
und ein Thiol in einer UV initiierten radikalischen Addition zu einem Thioether reagieren,
bietet des Weiteren sehr attraktive Vorteile.'®%1%2 Neben den katalysator- und
[6sungsmittelunabhangigen Reaktionsbedingungen, bietet die Licht-induzierte Reaktion
eine einfache Moglichkeit zur lokalisierten Gel-Konvertierung und somit zur Herstellung
strukturierter SURGEL Substrate. Dieser Ansatz ist fiir die biologische Anwendung sehr
attraktiv, da nicht nur die Funktionalisierung der Oberfliche, sondern auch die
Oberflachentopologie einen Einfluss auf anwachsende Zellen ausibt. Fir die Gel
Konvertierung mittels Thiol-en Reaktion wurde der Alken-funktionalisierte Bis(allyloxy)-
benzoldicarbonsaure (BA-BDC) Linker gewahlt und anschlieBend in einer Thiol-en Klick
Reaktion mit multifunktionellen Thiol-Sekundarlinkern vernetzt (siehe Abb. 58).
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Abb. 58 Darstellung der Gel-Konvertierung des [Zn(BA-BDC)] MOFs mittels Quervernetzung von
multifunktionellen Thiolen in einer UV initiierten Thiol-en Klick Reaktion. Im zweiten Schritt
werden die Zn-lonen mit EDTA aus Gerist herausgel6st, was zu einem pordésen, polymeren
Gel flhrt.

Die Einfihrung einer neuen Art von Chemie und die Verwendung unterschiedlicher
Quervernetzungsmolekiile zeigt nicht nur die strukturelle Vielfalt der SURGEL Systeme
sondern bietet auch im Hinblick auf die Verwendung in biologischer Anwendung einige
interessante Aspekte.

Erstens flhrt die Verwendung von kiirzeren Linkern zu einem dichteren Netzwerk
und damit zu veranderten mechanischen Eigenschaften des SURGELs. Gleichzeitig wird
damit die Dichte der Ankergruppen fiir eine postsynthetische Funktionalisierung erhoht.
Zweitens wird durch die Verwendung unterschiedlicher Sekundarlinker die mechanischen
und chemischen Eigenschaften des Gels verandert.

Die Quervernetzung durch Thiol-en Klick Reaktion wurde zuerst an Einkristallen
demonstriert und anschlieBend auf SURMOF Substrate tUbertragen. Die Verwendung von
MOF Einkristallen erlaubte die Synthese und vollstiandige Charakterisierung der
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Quervernetzungsreaktion und Gelumwandlung der Einkristalle um sie anschlieBend mit
den Eigenschaften der SURGELe vergleichen zu kénnen.

4.3.2 Thiol-en Klick Reaktion zur Quervernetzung von [Zn(BA-BDC)] Einkristallen

4.3.2.1 [Zn(BA-BDC)] und [Cu(BA-BDC)] Einkristall Synthese

Als Templat MOF-Struktur zur Herstellung der Thiol-en quervernetzten GELe wurde
ein von Fischer et al. vorgestellter, alken-funktionalisierter Zn MOF verwendet.'*® Dafir
wurde der Alken-funktionalisierte Bis(allyloxy)-benzoldicarbonsdure (BA-BDC) Linker mit
Kupfer, bzw. Zinknitraten zu dem [M(BA-BDC)] MOF umgesetzt. Fir die Synthese der
[M(BA-BDC)] Einkristalle, wurde der zuvor frisch synthetisierte BA-BDC Linker in DMF mit
den jeweiligen Zn, bzw. Cu(NOs), in einer solvothermalen Reaktion umgesetzt. Das [Zn(BA-
BDC)] kristallisiert, wie in Abb. 59 c) gezeigt in einer IRMOF analoge, dreidimensionale
MOF-5 Strukturen aus. Die Zn4(0O)(CO32)s SBU wird dabei aus einem tetragonalen Zink
Clustern gebildet, der von einem zentralen Sauerstoffatom und sechs Uber die Kanten
verbriickten Carboxylgruppen koordiniert wird.'®3 Der [Cu(BA-BDC)] MOF hingegen bildet
eine dem MOF-2 analoge zweidimensionale Schichtstruktur aus (siehe Abb. 59 b)), wobei
die Cuy(CO32)s SBU die bereits erlduterte Paddle Wheel Struktur einnimmt. Die genaue
Beschreibung der Linker- bzw. MOF-Synthese ist in Kapitel 3.3 bzw. 3.4.3 erldutert. Es
konnten Einkristallrontgenstrukturanalysen fiir sowohl [Zn(BA-BDC)] als auch [Cu(BA-BDC)]
durchgefiihrt werden. Die Qualitat der Einkristalle war nicht fir eine komplette
Strukturanalyse ausreichend, allerdings ist der Aufbau der Verbindungen, wie in Abb. 59
dargestellt, deutlich zu erkennen.
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"0 DMF, 80 °C
+  M(NO3)y*nH,0 »  [M(BA-BDC)]

T M = Zn(n=6); Cu(n=3)

[Cu(BA-BDC)] [Zn(BA-BDC)]

b) c)

Abb. 59 (a) Reaktionsschema der [M(BA-BDC)] Synthese. (b+c) Einkristallrontgenstrukturen fir
[Cu(BA-BDC)] (b) und [Zn(BA-BDC)] (c), wahrend [Zn(BA-BDC)] in einer IRMOF analogen
Struktur kristallisiert, nimmt [Cu(BA-BDC)] die zweidimensionale Schichtstruktur des MOF-5
ein.

4.3.2.2 Gel Konvertierung des [Zn(BA-BDC)] via Thiol-en Klick Reaktion

Nach der vollstandigen Charakterisierung beider Systeme durch Einkristall- bzw.
Pulver-Rontgendiffraktometrie (PXRD aus dem englischen Powder X-Ray Diffraction) und
Infrarot Spektroskopie, wurden die Kristalle der Gel-Konvertierung unterzogen. Daflr
wurden die Kristalle mit Toluol gewaschen, fur einige Stunden in eine 10 pl/ml Toluol —
Tetrathiol (PETMA, 14) Losung eingelegt und anschlieBend fiir 1 Stunde mit 365 nm UV
Licht beschienen. Nach dem vollstandigen Quervernetzen der Kristalle, wurden diese in
eine wassrige EDTA Losung eingelegt um die Metallionen aus dem Gitter herauszuldsen.

Die [Cu(BA-BDC)] Kristalle zeigen eine sehr schlechte Stabilitdt in der Thiol-Losung,
Kupferionen haben eine sehr starke Affinitat zu Thiolen und werden durch die chelatischen
Thiol-Verbindungen komplexiert und aus dem Geriist herausgeldst. Dies hat eine sofortige
Verfarbung der griinen [Cu(BA-BDC)] Kristalle ins gelbe zur Folge. [Zn(BA-BDC)] hingegen
zeigt eine gute Stabilitat, daher beschranken sich die folgenden Auswertungen auf die
Zinkverbindungen. Wie in Abb. 60 zu sehen, kann die erfolgreiche Reaktion mit XRD, IR und
Thermogravimetrie (TG) nachverfolgt werden. Das Infrarot-Spektrum zeigt die
charakteristische Thiol Bande des PETMA bei 2556 cm?, die Alken-Gruppe des BA-BDC im
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[Zn(BA-BDC)] MOF ist bei 3080 cm™ zu erkennen. Nach der Quervernetzungsreaktion des
MOF (rot) kann eine deutliche Abnahme beider Peaks beobachtet werden, was bereits auf
eine erfolgreiche Reaktion hindeutet, gleichzeitig ist im nun quervernetzen MOF auch nach
grindlichem Waschen die charakteristischen —CH, Schwingung des PETMA bei 2931 cm™
(asymmetrische Streckschwingung) und 2865 cm™ (symmetrische Streckschwigung) zu
erkennen. Das Rontgen-Diffraktogram des quervernetzen [Zn(BA-BDC)] mit dem Tetrathiol-
Sekundarlinker zeigt alle charakteristischen Peaks des unbehandelten [Zn(BA-BDC)],
wodurch bestétigt wird, dass die Grundstruktur des MOFs intakt bleibt. Zusatzlich zum
unbehandelten [Zn(BA-BDC)] erscheint ein neuer Peak bei 5.84°, der keinem der
eingesetzten Molekiile zugeordnet werden kann und auf eine geringe Expansion des MOF
Gitters durch die Einlagerung des Thiol-Molekdls hindeutet.

Abb. 60 b) zeigt die Ergebnisse der thermogravimetrischen Untersuchung der drei
unterschiedlichen Schritte der Gel Konvertierung. Vor den Messungen wurden die Kristalle
zur Aktivierung jeweils fir zwei Tage in Chloroform eingelegt, welches alle 12h
ausgetauscht wurde, im zweiten Schritt wurden sie Gber Nacht bei 75 °C im Vakuum
getrocknet. [Zn(BA-BDC)] zeigt eine Gewichtsabnahme von etwa 20 % zwischen 100 und
150 °C, was auf koordinierende Losungsmittelmolekiile hindeutet. Die Zersetzung des MOF
Geriistes beginnt oberhalb von 300 °C. Der quervernetzte [Zn(BA-BDC)] MOF zeigt einen
geringeren Gewichtsverlust zwischen 100 und 150 °C, das heilt es sind weniger
Losungsmittelmolekiile an die Metallzentren koordiniert. Dies passt zu den
Beobachtungen, dass die quervernetzen [Zn(BA-BDC)] Kristalle sehr hydrophob sind (Abb.
61 a), so dass weniger Wasser aus der Atmosphaére in die Kristalle diffundiert. Das GEL zeigt
ein etwas anderes Verhalten, es kommt zu keiner Gewichtsabnahme durch Losungsmittel.
Dies ist durch die Abwesenheit der Metallzentren zu erkléren, durch die fehlenden
koordinativen Bindungen werden alle Losungsmittel wahrend der Aktivierung entfernt.
Gleichzeitig setzt die thermische Zersetzung des Gels schon bei etwa 250 °C ein und fuhrt
zu einem totalen Gewichtsverlust von tiber 70 % bei 500 °C. Dieser Unterschied ist ebenfalls
durch die fehlenden Metallzentren zu erkldren, da die Ubrigbleibenden anorganischen
Anteile im Gel geringer sind.
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Abb.60  Quervernetzungsreaktion von [Zn(ba-bdc)] mit dem Thiol-Sekundarlinker durch Thiol-en
Klick Reaktion. Charakterisierung der Thiol-en Klick Reaktion durch (a) IR-Spektroskopie (b)
P-XRD und (c) Thermograviemetrie der verschiedenen Schritte der SURGEL Konvertierung.

Zur vollstandigen Charakterisierung der Gel Konvertierung wurde das Herausldsen
der Zinkionen in der EDTA-L6sung mittels Lichtmikroskop nachverfolgt. In Abb. 61 b) wird
das Verhalten der unbehandelten und quervernetzen [Zn(BA-BDC)] Kristalle in EDTA Lésung
verglichen. Es ist zu erkennen, dass die unbehandelten Kristalle nach 15 min. vollstandig
aufgelost werden, wahrend die quervernetzten Kristalle lediglich eine leichte Entfarbung
zeigen.
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a)
1 min 5 min 10 min ¢ 15 min
[Zn(BA-BDC)] M@.ﬂ-&
1 min 5 min 10 min 15 min

[Zn(BA-BDC)] - QV 100 pm

[Zn(BA-BDC)] - QV

Abb. 61 (a) Die Lichtmikroskop-Aufnahme des quervernetzten Zn(BA-BDC) in Wasser zeigt die
Hydrophobizitdt des Kristalls, da dieser an der Wasseroberfliche schwimmt. (b)
Lichtmikroskop Aufnahmen des unbehandelten und quervernetzten [Zn(BA-BDC)] in EDTA
Losung. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der unbehandelte Kristall auflost, wahrend der
guervernetzte Kristall nur eine leichte Entfarbung wahrend des Herauslésens der Zink lonen
zeigt.

Um die Eigenschaften des Gels weiter zu untersuchen, wurden die Kristalle vor dem
Quervernetzen mit dem Farbstoff Rhodamin 6G beladen. Dafiir wurden die Kristalle iber
Nacht in einer DMF Rhodamin Losung eingelegt, die erfolgreiche Diffusion des roten
Farbstoffes konnte mittels Lichtmikroskop nachverfolgt werden.

AnschlieBend wurden die Kristalle mit Toluol gewaschen und in einer PETMA Toluol
Losung unter einer 365 nm UV Lampe fiir etwa eine Stunde unter mehrmaligen Schiitteln
beschienen. Nach dem Quervernetzten wurden die Rhodaminbeladenen, quervernetzten
[Zn(BA-BDC)] Kristalle fiir zwei Stunden in eine wassrige EDTA Losung eingelegt. Die roten
GEL Partikel wurden anschlieBend mit dem Konfokalmikroskop (Abb. 62) untersucht.

Risse im Gel = Formation
von hohlen Kapseln

Abb. 62 Konfokalmikroskop-Aufnahmen der Rhodamin beladenen Gel Kapseln (links) Tiefenprofil
mittels Z-Scan (rechts) Risse im Gel verdeutlichen die Formation von hohlen Kapseln.
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Sowohl im Z-Scan als auch in der Ubersichtsaufnahme ist an kleinen Rissen im Gel
zu erkennen, dass es zur Bildung von hohlen Kapseln kommt. Dies bedeutet, dass die Gel-
Konvertierung nicht im ganzen Kristall sondern nur an der Oberflache des Kristalls
stattfindet. Die Ursache dessen ist vermutlich die Eindringtiefe des UV Lichtes in den
Kristall. Durch die Absorptionseigenschaften des MOFs kommt es im Bereich des UV Licht
zur Absorption und damit zu einer Schwachung der Intensitdt des UV Lichtes mit
zunehmender Eindringtiefe.154

Um das Quellverhalten des Gels zu testen, wird die Freisetzung des Farbstoffs aus
den Gel Kapseln getestet. Wie in Kapitel 4.1.6 beschrieben wird durch verschiedene
Losungsmittel, wie DMF eine Quellung im Gel induziert, durch diese Quellung kann der in
den Poren eingelagerte Farbstoff freigesetzt werden. Die Freisetzung des Rhodamins aus
den Gel-Kapseln wurde im Konfokalmikroskop untersucht. Daflir wurde ein mit Rhodamin
beladener Gel-Partikel unter dem Konfokalmikroskop in 1 ml DMF eingelegt und die
Freisetzung alle zwei Minuten festgehalten. Wie in Abb. 63 zu erkennen, wird der Farbstoff
in die umgebende DMF Losung abgegeben. Die Korona erreicht bei etwa 8-10 min ein
Maximum und nimmt anschliefend durch die Verteilung des Rhodamins im gesamten DMF
wieder ab. Nach etwa 50 min ist die Rhodamin Konzentration im Partikel nur noch sehr
gering, die Freisetzungskinetik entspricht daher ungefdhr der des durch Alkin/Azid Klick
Reaktion hergestellten SURGELs (Vergleiche Abb. 45).

Abb. 63  Rhodamin 6G Freisetzung in DMF aus den farbstoffbeladenen Gel Partikeln.

4.3.2.3 Strukturierte Funktionalisierung von [Zn(BA-BDC)] mittels Thiol-en Klick-Reaktion

Nachdem die Konvertierung der [Zn(BA-BDC)] Kristalle zum polymeren GEL
erfolgreich gezeigt werden konnte, soll nun ein weiterer Vorteil der UV Initiierung der Thiol-
en Klick Reaktion ausgenutzt werden. Durch Verwendung eines Konfokalmikroskops mit
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fokusierbaren Laser, kdnnen bestimmte Bereiche des Kristalls ausgewahlt und dem UV-
Licht ausgesetzt werden.

Um eine lokale Funktionalisierung der Kristalloberfliche mit einem
Farbstoffmolekils zu erreichen, wurden die zuvor frisch synthetisierten [Zn(BA-BDC)]
Kristalle in eine Methanol Ldsung eines Dithiols und des Alkin-funktionalisierten
Farbstoffmolekils eingelegt. Wie in Abb. 64 (oben) zu erkennen, wird somit durch
einstrahlen des UV-Lasers eine simultane Thiol-en und Thiol-in Reaktion zwischen Linker
bzw. Farbstoff und dem Dithiol gestartet. Dies fuhrt zu einer lokalen Initiierung der
Reaktion, nur an den, dem UV-Laser ausgesetzten Bereichen.

?n %n
0 (0]
o} o] .
I\\’:j + HS‘\,,--»AO ~__0 [ gy v = k_d,‘i
(0] ] fo)
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Abb. 64 Darstellung der lokalen Funkionalisierung der frisch synthetisierten [Zn(BA-BDC)] Kristalle
mit einem alkinfunktionalisierten Farbstoffmolekiils. Fiir die Reaktion werden die Kristalle
in eine Losung des Dithiols und des Farbstoffmolekiils in Methanol gegeben. Nach dem
lokalisierten Belichten einiger Bereiche (durch rote Kreise markiert) und anschlieBendem
Waschen ist die ortsaufgeloste Funktionalisierung des Farbstoffes gut zu erkennen.

Die Kristalle werden nach der lokalen Belichtung aus der Farbstofflosung entfernt
und grindlich mit DMF und Methanol gewaschen. AnschlieBend ist im
Fluoreszenzmikroskop eine lokale Fluoreszenz des Farbstoffes in den belichteten Bereichen
zu erkennen.
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4.3.3 Konvertierung von [Zn(BA-BDC)] bzw. [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOF zu
SURGEL via Thiol-en Klick Reaktion

Um die vielseitige Einsetzbarkeit des Thiol-en Ansatzes zur Gel-Konvertierung zu
zeigen, wurden die aus den Einkristallstudien gewonnenen Erkenntnisse zu [Zn(BA-BDC)]
nun auf die SURMOF Dinnfilmen (bertragen. Dafiir wurde der ,pillared-layered-MOF*
[Zn(BA-BDC)(dabco)os] mittels Schicht-fir-Schicht Synthese auf ein funktionalisiertes
Goldsubstrat aufgebracht. Bei dieser MOF Struktur werden die zweidimensionalen Zn(BA-
BDC) Schichten mittels eines monodentalen, ditopen Liganden wie dabco verbriickt (siehe
Kapitel 1.1.2). Damit wird nicht nur die erfolgreiche Anwendung des Ansatzes auf
unterschiedlich strukturierte MOF Systeme gezeigt, sondern gleichzeitig auch noch die
Variabilitat hinsichtlich der molekularen Strukturierung.

4.3.3.1 Synthese und Charakterisierung des [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOFs

Fiir die Synthese des [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOFs wurde die Pumpenmethode
(siehe Kapitel 3.4.1.1) verwendet. Der Aufbau erfolgt auf einem mit Mercaptoundecanol
(MUD) funktionalisierten Silika/Gold Substrat. Da es sich um ein neues SURMOF System
handelt, wurde der Aufbau des MOFs mittels in-situ Messung in der QCM-D nachverfolgt.
Dafiir wurde ein mit MUD funktionalisierte QCM Substrat in die Probenkammer eingelegt
und mithilfe eines automatisierten Pumpensystems fir 30 Zyklen abwechselnd mit der
Kupferacetat Losung, Ethanol und der BA-BDC/dabco Losung tberspllt. Die in Abb. 65 (A)
aufgetragene Messung wurde bei 60 °C durchgefiihrt. Es ist eine Massenzunahme von
ungefihr 200 ng/cm? pro Zyklus zu erkennen. Mit einer grob ermittelten Dichte von [Zn(ba-
bdc)(dabco)o.s] von 1.50 g/cm?, entspricht dies einer Zunahme der Schichtdicke von etwa
1.3 nm pro Zyklus. Die durch die XRD Daten ermittelte Zellkonstante in 001
Wachstumsrichtung liegt mit 9.57 A im Rahmen der ermittelten Daten. Es konnte also das
erfolgreiche Schritt-flir-Schritt Wachstum des [Zn(BA-BDC)(dabco)os] gezeigt werden.

Eine weitere Charakterisierung des SURMOFs erfolge mittels XRD, IRRA-
Spektroskopie und QCM Isothermen. Das in Abb. 65 (C) dargestellte
Rontgendiffraktogramm zeigt einen Peak bei 9.86°, der bei der ersten Betrachtung nicht zu
der erwarteten 001 Orientierung des [Zn(BDC)(dabco)os] Systems passt.'®> Bei genauerer
Untersuchung, von Arbeiten von Henke et al. wird das Atmungsverhalten von Zn(x-
bdc)(dabco)os MOFs in Abhdngigkeit unterschiedlicher Seitengruppen beschrieben.'t®
Anhand dieser Daten ist ersichtlich, dass der [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOF in einer 100
Orientierung in der engporigen Form einer monoklinen C2/m Raumgruppe vorliegt.
Interessant dabei ist, dass die engporige Form der von Fischer synthetisierten Einkristalle
nur unter extremen Bedingungen (120 °C im Vakuum) erhalten werden konnte und nur in
der Glovebox stabil blieb, wahrend der SURMOF ersten Versuchen zu folge selbst nach
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mehrtagigen Verbleib in DMF die engporige Form beibehalt. Daflir kann im Moment keine
ausreichende Erklarung angeboten werden, wird aber in weiteren Experimenten

untersucht.
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Abb. 65 Charakterisierung des [Zn(BA-BDC)(dabco)os] SURMOFs mittels (A) in-situ QCM Messung
des SURMOF Wachstums bei 65 °C. (B) Rontendiffraktogrammetrie und (C) QCM
Adsorptionsisotherme. (D) schematischer Aufbau des Aufbaus der QCM Zelle mit
kontrollierter Gasadmosphire (Modifiziert ibernommen aus 6°)

Zusatzlich wurde eine QCM System mit kontrollierter Gasatmosphére genutzt, um
Sorptionsstudien vorzunehmen. Der partielle Dampfdruck von flichtigen organischen
Losungsmitteln kann in der QCM Kammer mittels Helium als Tragergas exakt eingestellt
werden.'® Dije Isothermen wurden mit Methanol durchgefihrt, fir die Messung wurden
30 Zyklen des [Zn(BA-BDC)(dabco)os] SURMOFs mittels Lage-flir-Lage Synthese auf die
QCM Substrate aufgebracht. Fiir die Aktivierung des SURMOFs wurden die beschichteten
QCM Substrate fiir 16 h in Dichlormethan eingelegt und anschlieBend tber Nacht im
Vakuum bei 75°C getrocknet. Die Adsorptionsisotherme wurde mit Methanol
aufgenommen, wie in Abb. 65 (B) dargestellt, zeigt die Adsorptionsisotherme eine
Aufnahme von etwa 0.08 g/g SURMOF, dieser Wert liegt in der aus der Literatur bekannten
GroéRenordnung.®’
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4.3.3.2 SURGEL Konvertierung des [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOFS via Thiol-en Klick
Reaktion

Nach der erfolgreichen Synthese und vollstandigen Charakterisierung des [Zn(BA-
BDC)(dabco)os] SURMOFs wird die Vernetzungsreaktion mit dem multifunktionellen
Tetrathiol Sekundarlinker PETMA durchgefiihrt. Dafiir wurden die [Zn(BA-BDC)(dabco)o 5]
Substrate Gber Nacht in eine 5 pl/mL Toluol-PETMA Losung eingelegt, um die Diffusion des
Sekundarlinkers in die Poren zu ermoéglichen. AnschlieRend wurden die Substrate fiir eine
Stunde unter 365 nm UV Licht platziert.

Nach dem Vernetzten der [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOFs, werden die Zink lonen
im letzten Schritt der GEL-Konversion aus dem Gitter herausgeldst. Dafiir werden die
quervernetzten SURGEL Proben fir 30 min in eine EDTA Lésung aus Ethanol/Wasser im
Verhaltnis 1/1 gelegt. Wahrend dies bei unbehandelten [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] Filmen zur
vollstandigen Auflosung fihrt, bleibt beim quervernetzen SURMOF der SURGEL Film auf
der Oberflache sichtbar.
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Abb.66  XRD (links) und IRRAS (rechts) der verschiedenen Schritte der SURGEL Konvertierung. Die
schwarzen Linien zeigen den unbehandelten [Zn(BA-BDC)(dabco)os] SURMOF, der
quervernetzte SURMOF ist in Rot dargestellt und das SURGEL in blau.
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Abb. 66 (rechts) zeigt die IRRA-Spektren der verschiedenen Schritte der SURGEL
Konversion eines [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] SURMOFs. Unten in schwarz ist der unbehandelte
SURMOF zu erkennen, die charakteristischen Schwingungsbanden der asymmetrischen
(1637 cmt) bzw. symmetrischen (1418 cm?) Streckschwingung des Zinkcarboxylats (COO")
zu erkennen. Auch die asymmetrische Schwingung des konjungierten Ringsystems (1581
cm!) des BA-BDC ist gut zu erkennen.

Nach dem Vernetzten des SURMOFs mit dem Tetrathiol 14 und anschliefRendem
griindlichen Sptilens mit Ethanol, sind im IRRA-Spektrum (Abb. 66(rot)) zusatzlich zu den
SURMOF Banden die charakteristischen Banden des Sekundarlinkers zu erkennen. Benannt
sind die asymmetrische Streckschwingung der CHs-Gruppe (2965 cm™) und der sehr starke
Peak der Estergruppe (1785 cm™). Nach dem Herausldsen der Zink-lonen und somit der
endgiltigen SURGEL Konversion kann man im dazugehdorigen IRRA-Spektrum (blau) die
charakteristischen Banden des Tetrathiols noch sehr gut erkennen. Die von der Intensitat
her schwacheren Banden des SURMOFs werden von denen des Thiols zwar Uberlagert,
allerdings kann noch eine Abnahme der COO" Schwingung beobachtet werden. Dies ist
analog zu dem Azid/Alkin basierten SURGEL System, bei dem sich das Kupfercarboxylat von
1690 cm™? nach dem Entfernen des Kupfers zur freien Sdure (-COOH) bei 1730 cm™
verschiebt. In dem hier gezeigten System wird dieser Bereich allerdings von der sehr
starken Esterbande des Sekundarlinkers Uberlagert, so dass die freie Sdure nicht zu
erkennen ist. Allerdings kann anhand der IRRA-Spektren und der optischen Untersuchung
des Films auf der Oberflache eine erfolgreiche Konversion zum SURGEL gezeigt werden.
Das Rontgendiffraktogramm des unbehandelten [Zn(BA-BDC)(dabco)os] in Abb. 66 (links)
zeigt die schon weiter oben beschriebene 100 Orientierung der engporigen, monoklinen
Form des pillared-layered MOFs. Man kann erkennen, dass die Kristallinitat der SURMOF
Struktur durch den Sekundarlinker nicht beeinflusst wird. Erst nach dem Herauslésen der
Zinkionen mittels EDTA Losung fiihrt die SURGEL Konvertierung zu einem XRD amorphen
Gel.

4.3.4 SURGEL Adsorptionsisothermen

Um das durch Thiol-en Klick Reaktion hergestellte SURGEL genauer zu
charakterisieren, wurden Adsorptionsisothermen aufgenommen und mit denen des
unbehandelten SURMOFs verglichen. Dafiir wurden die in 4.3.3.1 beschriebenen SURMOF
beschichteten QCM Substrate verwendet und nach der Adsorptionsisothermen-Messung
einer SURGEL Konvertierung unterzogen. AnschlieBend wurden die SURGEL Substrate in
gleicher Weise aktiviert wie die SURMOF Substrate und fir 16 Stunden in Dichlormethan
eingelegt und anschliefend lber Nacht im Vakuum bei 75°C getrocknet. Um den Einfluss
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des Sekundarlinkers zu untersuchen, wurden drei verschiedene Thiole verwendet, die sich
in GrofRe und Reaktivitat unterscheiden. Daflir wurden zwei Thioglykolat-ester (13,14)
verwendet, die Estergruppe flihrt zu einer Aktivierung des Thiols, da durch die S-H Bindung
durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen des Thiols mit der
Carbonylgruppe des Esters geschwiacht wird.'®! Gleichzeitig wurde der difunktionelle
Thioglykolat-ester (13) mit einem difunktionellen Glykol-thiol (12) verglichen. Die
Ergebnisse der Adsorptionsisothermen-Messung sind in Abb. 67 zu sehen.
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Abb. 67 Methanol-Adsorptionsisothermen des [Zn(BA-BDC)(dabco)os] (Schwarz) und verschiedener
SURGElIe (blau) mit unterschiedlichen Thiol-Sekundarlinkern.
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Es ist zu erkennen, dass die SURGELe (blau) jeweils eine Methanol Adsorption von
etwa 0.1 g/g SURGEL zeigen. Damit zeigen sie eine hohere relative Aufnahme als die
SURMOF Templat-Strukturen. Die beiden mit den Thioglykolat-estern (13,14) vernetzten
Proben zeigen eine vergleichsweise hohe Aufnahme von Methanol bei geringen Driicken
und damit eine den Isothermentyp eines mikropordsen Polymers. Die Hydrophilie der
SURGELe durch die zusatzlichen Carbonsauregruppen erklart die hohere Aufnahme des
hydrophilen Methanols bei gréReren Driicken. Das mit Thiol 12 quervernetzte SURGEL zeigt
mit 0.07 g/g eine etwas geringere Methanol Adsorption als die beiden anderen, gleichzeitig
ist die Adsorption bei geringen Driicken deutlich niedriger als die des SURMOFs. Vermutlich
ist die Quervernetzung nicht vollstandig verlaufen, dadurch bleibt die Mikroporositat im
SURGEL nicht erhalten.

4.3.5 Strukturierte Oberflachenfunktionalisierung des [Zn(BA-BDC)(dabco)o.5] via
Thiol-en Klick Reaktion

Nach der erfolgreichen SURGEL Konvertierung des [Zn(BA-BDC)(dabco)o.s] soll nun
gezeigt werden, dass die Thiol-en Reaktion auch fiir die Herstellung von strukturierten
Proben geeignet ist. Die Synthese von [Zn(BA-BDC)(dabco)os] als homogener, diinner Film
auf Gold ermoglicht ein sehr einfaches und schnelles Strukturieren der Oberflache mithilfe
einer Photomaske. Dafiuir wird der SURMOF Film wie in Abb. 68 gezeigt mit der Losung eines
Thiol funktionalisierten Rhodamin Farbstoffmolekiils und anschlieBend mit einer
Photomaske bedeckt. Nach der Bestrahlung der bedeckten Probe mit UV Licht und dem
anschlieBenden griindlichen Reinigen, ist auf der Probe im Fluoreszenzmikroskop eine
Funktionalisierung zu erkennen. Nur die, dem UV Licht ausgesetzten Bereiche sind durch
die UV-iniierte Thiol-en Reaktion funktionalisiert. Somit konnte eine erfolgreiche
Strukturierung der Probe durch UV-Licht gezeigt werden.
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Abb. 68 Darstellung der strukturierten Funktionalisierung des [Zn(BA-BDC)] SURMOFs mit einem
Thiol funktionalisierten Rhodamin Farbstoff. (a) zeigt die schematische Darstellung der
Strukturierung unter Verwendung einer Photomaske. 1. Die Thiol-Farbstofflésung wird auf
den SURMOF getropft, 2. Die Quarzglas Photomaske wird direkt auf den SURMOF aufgelegt,
so dass die Farbstoff Losung einen diinnen Film bildet. 3. Nach Bestrahlung mit 254 nm UV
Licht, dem Entfernen der Photomaske und dem Waschen des Substrates, ist im
Fluoreszenzmikroskop (b) die Strukturierung zu erkennen.

4.3.6 Zusammenfassung

Im diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die SURGEL Herstellung universal
fir verschiedene MOF-Materialien und mit verschiedenen Klick-Reaktionen zuganglich ist
und das die Strukturierung auf molekularer Ebene kontrolliert und verandert werden kann
um die gewlinschten Materialeigenschaften zu erhalten. Dies ist bereits ein wichtiger
Schritt fur die Herstellung von Biomaterialien, da durch die Verwendung verschiedener
MOF-Template und unterschiedlicher Poreneigenschaften unterschiedliche Beladungen
und Funktionalisierungen des daraus entstehenden Biomaterials realisiert werden kénnen.

Es wurde gezeigt, dass das Prinzip der Gel Konvertierung von dem schon bekannten
und etablierten System, bei dem die organischen Linker mittels Azid/Alkin Klick Reaktion
miteinander vernetzt werden, um eine neue Art von Klick Chemie erweitert werden kann.
Bei der hier gewahlten Reaktion handelt es sich um die UV-Licht induzierte Thiol-en Klick
Reaktion. Mit dieser Veranderung des Systems kann sowohl die molekulare Variabilitat des
SURGEL Ansatzes gezeigt werden, als auch die Eigenschaften des SURGELs bezliglich
mechanischen und chemischen Eigenschaften verdndert werden. Dies ist flir die
biologische Anwendung sehr interessant, da sowohl die Méglichkeit der postsynthetischen
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Modifizierung als auch das Einlagerungs- und Freisetzungsverhalten von Gastmolekdlen
verandert werden kann.

Im ersten Schritt wurde der Alken-funktionalisierte BA-BDC Linker synthetisiert und
mittels einer solvothermalen Reaktion mit Zinknitrat zu [Zn(BA-BDC)] Einkristallen
umgesetzt. AnschlieBend konnte die Quervernetzung der Einkristalle mit einem
tetrafunktionellen Thiol gezeigt werden, diese zusatzliche Vernetzung fiihrt zu einer
Stabilitat des Gerlistes unabhdngig von den Zink lonen, so dass diese mit EDTA herausgelost
werden kénnen um die Konvertierung in ein pordses polymeres Gel abzuschlief3en.
Zusatzlich konnte das Quellverhalten dieser Gel-Partikel in DMF anhand der Freisetzung
eines Rhodamin-Farbstoffes gezeigt werden.

AnschlieBend wurde das System auf [Zn(BA-BDC)(dabco)os] SURMOF Substrate
angewandt, auch hier konnte die erfolgreiche SURGEL Konvertierung gezeigt werden.
Zusatzlich konnte mittels Methanol Adsorptionsisothermen die pordsen Eigenschaften des
SURGELs gezeigt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Materialklasse der SURGELe
weiterentwickelt und fiir die biologische Anwendung optimiert.

SURGELe werden durch postsynthetische Modifikation ausgehend von SURMOF-
Diinnfilmen hergestellt. Die Synthese der SURMOFs lauft (iber ein quasi-epitaktisches Lage-
flr-Lage Verfahren, wobei ein funktionalisiertes Substrat abwechselnd in eine Losung aus
Metallionen und organischen Liganden getaucht wird. Dadurch kommt es zu einem
schichtweisen Aufbau eines homogenen, porésen und in nur eine Orientierung
ausgerichteten SURMOFs Films. Durch Verwendung vorfunktionalisierter organischer
Liganden konnen diese porosen Netzwerke anschlieBend mit einem multifunktionellen,
organischen Sekundarlinker umgesetzt werden, was zu einer zusatzlichen Verstrebung der
Liganden fihrt. Diese zusatzliche strukturelle Stabilitdt ermdoglicht im Anschluss das
Herauslosen der Metallionen unter Bildung eines polymeren, quervernetzten und auf der
Oberflache verankerten SURGEL Film. Mit den SURGELen erhdlt man eine neue
Materialklasse die die Vorteile der MOF Materialien mit denen idealer pordser
Polymernetzwerke vereint.

Mit der Moglichkeit die Poren der SURGELe mit kleinen Molekiilen zu beladen und
die nicht abreagierten funktionellen Gruppen der Sekundarlinker fir eine weitere
postsynthetische Modifikation zu nutzen, bilden die SURGELe eine ideale Plattform fiir die
Verwendung als Biomaterialien. An dieser Stelle setzt meine Arbeit an, in der die
Optimierung der SURGELe hinsichtlich der Einlagerung und der Freisetzung kleiner
Molekile als auch die Wechselwirkungen mit verschiedenen Zellsystemen untersucht
wurde.

Im ersten Abschnitt wurde die Synthese von hierarchisch aufgebauten, multilagigen
SURGEL Kapseln beschrieben, wobei durch den epitaktischen Aufbau der SURMOFs
verschieden funktionalisierte Schichten aufgebaut werden kénnen. Kombiniert mit der Gel-
Konvertierung der dufleren SURMOF Schicht gelingt die Synthese von multilagigen Kapseln,
wobei die verschiedenen Schichten unterschiedliche Funktionen einnehmen. Diese Kapseln
zeigen eine pH Wert abhangige Freisetzung der in der inneren Schalen angebundenen
Farbstoffmolekiile. Damit dienen sie als Modellsystem fiir die spatere Verwendung in der
oralen Wirkstoffgabe. Der eingelagerte Wirkstoff wird in den SURGEL Kapseln verbleiben,
bis die basische Umgebung des Darms eine Schwellung im Gel induziert und somit die
Freisetzung des Wirkstoffes auslost, der dann im Darm in den Blutkreislauf aufgenommen
werden kann.

Zusatzlich wurden die SURGEL-Membranen beziiglich einer Verwendung als
Zellkultursubstrat optimiert. In Anbetracht einer Verwendung der SURGELe als bioaktive
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Schicht zwischen Implantat und Gewebe wurden hauptsachlich knochenbildende
Zellsysteme untersucht. Die medizinische Forschung in Bezug auf Biomaterialien, hat sich
in den letzten Jahrzenten von inerten Implantat Materialien hin zu biomimetischen
Materialien entwickelt, die aktiv an der Zellansiedelung und der Osteointegration des
Implantats in den Knochen beteiligt sind. Die Aufgabe von biomimetischen Materialien,
namlich die moglichst genaue Nachbildung der natirlichen Zellumgebung, beinhalten
sowohl mechanische und topologische Eigenschaften des Materials, als auch die
Bereitstellung chemischer Reize anhand von Oberflachenfunktionalisierung. Um dieses Ziel
zu verfolgen wurden Toxizitdtsstudien mit mesenchymalen Stammzellen und der
Osteoblasten-dhnlichen Osteosarkom Zelllinie CAL-72 durchgefiihrt, beide Zelllinien sind
fur die Bildung von Knochenzellen und Knochenmaterial zustandig und daher maligeblich
an einer erfolgreichen Osteointegration beteiligt. Um eine optimale Zellanbindung an das
SURGEL zu erreichen, wurde anschlieRend das aus der extrazellulairen Matrix bekannte
RGD (Gly-Lys-Asp) Peptid kovalent auf die Oberflache aufgebracht. Dieses ist in der
natirlichen Umgebung der Zellen fiir die Adhédsion der Zellen an die ECM-Proteine
zustandig. Nachdem gezeigt werden konnte dass die zuvor schon gute Zelladh&sion durch
das RGD noch verbessert werden konnte, wurde die Licht-induzierte Thiol-en Reaktion dazu
genutzt die Biofunktionalisierung mittels einer Photomaske strukturiert auf die Membran
aufzubringen.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die strukturelle Variabilitdt der SURGELe
untersucht. Vor allem hinsichtlich einer Verwendung als Zellkultursubstrat spielt die
Elastizitat, die Dichte und die Art der Oberflachenfunktionalisierung und die PorengréRe
des SURGELs eine entscheidende Rolle. All diese Parameter kénnen mit der Wahl eines
geeigneten SURMOFs gezielt gesteuert werde. So wurde der Ansatz der SURGEL
Konvertierung durch Verwendung der Thiol-en Klick-Chemie erweitert. Alken-
funktionalisierte  MOFs konnten so mit verschiedenen multifunktionellen Thiol-
Sekundarlinkern quervernetzt werden. Der Vorteil der UV Licht induzierten Thiol-en Klick-
Reaktion ist die Moglichkeit zu einer strukturierten Funktionalisierung der Substrate. Die
Gel Konvertierung und strukturierte Funktionalisierung konnte sowohl an MOF
Einkristallen als auch an SURMOF Diinnfilmen gezeigt werden. Die Einkristall Gel-
Konvertierung fihrt zu der Bildung von hohlen Gel-Partikeln, deren Eignung zur Beladung
und Freisetzung von kleinen Molekiilen anhand des Rhodamin Farbstoffes gezeigt werden
konnte. Durch die Verwendung verschiedener Thiol-Sekundarlinker konnten drei
unterschiedliche Thiol-SURGELe hergestellt werden, die sich sowohl in deren
mechanischen Eigenschaften als auch in der Dichte der Oberflaichenfunktionen
unterscheiden. Mithilfe von QCM Sorptionsmessungen konnte die Mikroporositdt der
SURGELe gezeigt werden.
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass diese Arbeit das Potential der SURGEL
Materialklasse fur die biologische Anwendung zeigen konnte. Die getesteten Zelltypen
zeigen keinerlei Toxizitat und wachsen gut auf dem SURGEL an. Zusatzlich kann durch die
Verwendung der Oberflachenfunktionen eine weitere postsynthetische Modifikation mit
Biomolekilen durchgefiihrt werden um die Zelladhdsion weiter zu verbessern. Das hier mit
RGD gezeigte Prinzip kann auch auf viele weitere Biomolekile erweitert werden.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Poren des SURGELs mit Gastmolekilen
beladen werden kénnen und diese gezielt an die Umgebung abgegeben werden kdnnen.
Gemeinsam mit der Moglichkeit der strukturellen Variabilitdit der Verdanderung der
PorengrofRe und der Funktionalitaten ergibt sich ein System mit vielen einstellbaren
Parametern fiir eine optimale Zell/SURGEL Wechselwirkung.
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6 ANHANG

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Chemikalien:

SAM
CMMT
MHDA
MUD
MOF
SURMOF
magMOF
ZIF

MIL
IRMOF
HKUST-1
MOF-5/IRMOF-1
BTC

BDC
dabco
TPDC
BA-TPDC

DA-SBDC
BA-BDC
BPDC
RGD
EDTA
PMMA
PTFE
DMSO
PETMA
EDT
EMA

Selbstassemblierende Monolage
9-Carboxy-10-(mercaptomethyl)triptycene
16-Mercaptohexadecansaure
11-Mercaptoundecansaure
metal-organic-framework

Surface anchored metal-organic framework
magnetische Nanopartikel @ MOF
Zeolithic imidazol frameworks

Material Insitut Lavoiser

Isoreticular metal-organic Frameworks
Hong-Kong University [Cus(btc)]
[Zn4O(bdc)s]

1,3,5 — Benzenetricarboxylsdure
1,4-Benzendicarbonsdure
1,4-diazabicyclo[2,2,2]oktan
1,4-Terphenyldicarbonsaure
2',5'-Bis(azidomethyl)-[1,1":4',1"-Terphenyl]-4,4"-
Dicarbonsdure
2,2’'-Diazido-4,4’-stilbendicarbonsdure
2,5-Bis(allyloxy)-1,4-Benzoldicarbonsdure
Biphenyldicarbonsdure
Arginin-Glycin-Asparaginsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Polymethylmetacrylat
Polytetrafluorethylen

Dimethylsulfoxid

Pentaerythritol Tetramercaptoacetate
2,2’-(Ethylenedioxy)diethanethiol
Ethylen-bis(2-mercaptoacetat)
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Methoden:

QCM-D
IRRAS
ATR

TEM

SEM

TG
ToF-SIMS
XRD

EDX

Sonstiges:

ECM
MSC
LbL
PSM
SBU

Quarzkristall Mikrowaage mit Dissipationsaufzeichnung
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie
Abgeschwachte-Totalreflexions-Infrarot-Spektroskopie
Transmissionselektronenmikroskopie
Rasterelektronenmikroskopie

Thermogravimetrie

Time-of-flight Sekundarionen Massenspektroskopie
X-Ray Diffraction (Rontgendiffraktometrie)
Energiedisperse Rontgenspektroskopie

Extrazelluldare Matrix
Mesenchymale Stammzellen
Layer-by-Layer (Schicht-fur-Schicht)
Postsynthetische Modifikation
»Secundary building unit”
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